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 Στην παρούσα εργασία, μελετήθηκε η δυνατότητα ενζυμικής ακυλίωσης σακχάρων 
με χρήση της εστεράσης του οξικού της γλυκομαννάνης από το Clostridium 
thermocellum (CtCE2).  
 
Κατά τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας μελετήθηκε η δυνατότητα ακυλίωσης 
των μονοσακχαριτών: D-γλυκόζης, D-γαλακτόζης, D-μαννόζης και των 
δισακχαριτών: D-κελλοβιόζης και 2α-μαννοβιόζης. Ως δότες της ακυλομάδας 
χρησιμοποιήθηκαν οι βινυλεστέρες οξικού, προπιονικού, βουτυρικού, δεκανοϊκού, 
λαυρικού και κινναμικού οξέος. Για τη μαννοβιόζη έγινε προσπάθεια ακετυλίωσης 
(ακυλίωσης με χρήση οξικού βινυλεστέρα).  
 
Με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (TLC) έγινε ποιοτικός έλεγχος των αντιδράσεων 
και διαπιστώθηκε επιτυχής αντίδραση για την ακετυλίωση, την προπυλίωση και την 
βουτυλίωση ενώ για την ακυλίωση με τους βινυλεστέρες του δεκανοϊκού, του 
λαυρικού και του κινναμικού, η εικόνα ήταν ασαφής. Με την υγρή χρωματογραφία 
υψηλής απόδοσης (HPLC) πραγματοποιήθηκε απομόνωση και ποσοτικοποίηση των 
ακυλιωμένων προϊόντων. Η γλυκόζη ακετυλιώθηκε σε ποσοστό 80%, προπυλιώθηκε 
κατά 60% ενώ βουτυλιώθηκε κατά 20%. Η γαλακτόζη ακυλιώθηκε σε μικρότερα 
ποσοστά (20-30%) ενώ η μαννόζη ακετυλιώθηκε κατά 65%, προπυλιώθηκε κατά 
40% ενώ βουτυλιώθηκε κατά 25%. Η κελλοβιόζη ακετυλιώθηκε κατά 80%, ενώ 
προπυλιώθηκε και βουτυλιώθηκε κατά 30%. Η μαννοβιόζη ακετυλιώθηκε κατά 14%. 
Για τους βινυλεστέρες του δεκανοϊκού, του λαυρικού και του κινναμικού οξέος η 
ακυλίωση έγινε σε πολύ χαμηλά επίπεδα. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε περαιτέρω 
ταυτοποίηση τους με φασματογραφία μάζας (MS). 
 
Κατόπιν, έλαβαν χώρα οι αντιδράσεις ακετυλίωσης, προπυλίωσης και βουτυλίωσης 
των πολυσακχαριτών: κυτταρίνη CMC, γαλακτομαννάνη, μαννάνη, β-γλυκάνη και  
λιχενάνη. Ελέγχθηκε η επιτυχία των αντιδράσεων με φασματομετρία υπέρυθρης 
ακτινοβολίας (FTIR) όπου διαπιστώθηκε η παρουσία εστερικού δεσμού στα 1750-
1735cm
-1. Για τους πολυσακχαρίτες που έδειξαν σημαντική ακυλίωση 
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(γαλακτομαννάνη, μαννάνη και β-γλυκάνη) πραγματοποιήθηκε μεθανόλυση και  
επιπλέον ανάλυση με HPLC με σκοπό την ποσοτικοποίηση των ακυλιωμένων 
προϊόντων. H ακετυλίωση έδωσε 0.327 mmol μεθυλεστέρα/g ακυλιωμένου 
πολυσακχαρίτη για τη γαλακτομαννάνη, 0.018 mmol μεθυλεστέρα/g ακυλιωμένου 
πολυσακχαρίτη για τη μαννάνη και 0.024 mmol μεθυλεστέρα/g ακυλιωμένου 
πολυσακχαρίτη για τη β-γλυκάνη. Η προπυλίωση  έδωσε 0.467 mmol μεθυλεστέρα/g 
ακυλιωμένου πολυσακχαρίτη για τη γαλακτομαννάνη, 0.071 mmol μεθυλεστέρα/g 
ακυλιωμένου πολυσακχαρίτη για τη μαννάνη και 0.108 mmol μεθυλεστέρα/g 
ακυλιωμένου πολυσακχαρίτη για τη β-γλυκάνη. Η βουτυλίωση έδωσε 0.818 mmol 
μεθυλεστέρα/g ακυλιωμένου πολυσακχαρίτη για τη γαλακτομαννάνη, 0.145 mmol 
μεθυλεστέρα/g ακυλιωμένου πολυσακχαρίτη για τη μαννάνη και 0.539 mmol 

























The present diploma thesis examines the enzymatic acylation of sugars using 
glucomannan acetic esterase of Clostridium thermocellum (CtCE2).  
During the experimental procedure was studied the possibility of acylation of the 
monosaccharides: D-glucose, D-galactose, D-mannose, and disaccharides: D-
cellobiose and 2a-mannobiose. As acyl group donors were used the vinyl esters of 
acetic, propionic, butyric, decanoic, cinnamic and lauric acid. Specifically, for 
mannobiose, was only attempted acetylation (i.e. acylation using vinyl acetate). 
Acetylation, propylation and butylation reactions have been successfully delivered. 
On the other hand, acylation reaction with vinyl decanoate, vinyl laurate and vinyl 
cinnamate took place at a very small percentage.  
The reactions’ success was checked qualitatively using thin layer chromatography 
(TLC). The acetylation, propylation and butylation reactions were found successful, 
while, for the acylation with vinyl esters of decanoic, lauric and cinnamic acid, the 
image was unclear. By high performance liquid chromatography (HPLC) was 
performed isolation and quantification of the acylated products. For glucose the 
percentage of the acetylation was 80%, of the propylation was 60% and of the 
butylation was 20%. Galactose was acylated in smaller percentages (20-30%) while 
the percentage of acetylated mannose was 65%, of propylated was 40% and of 
butylated was 25%. Cellobiose was 80% acetylated, 30% propylated and butyrated. 
Mannobiose was 15% acetylated. Vinyl esters of decanoic, lauric and cinnamic acid 
presented low acylation ability. In addition, the acylated products were isolated using 
HPLC and then identified with mass spectrometry (MS).   
Finally, the polysaccharides CMC, galactomannan, mannan, beta-glucan and lichenan 
were acetylated, propylated and butyrated. In order to check if the reactions were 
delivered successfully infrared spectrometry (FTIR) was used to prove the presence of 
the ester bond in 1750-1735cm
-1
. Especially, the polysaccharides who were 
significantly acylated, were methylated and analysed using HPLC in order to  
quantify  the acylated product. Acetylation of galactomannan produced 0.327 mmol 
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methyl ester/g acylated polysaccharide, of mannan 0.018 mmol methyl ester/g 
acylated polysaccharide and of beta-glucan 0.024 mmol/g acylated polysaccharide. 
Propylation of galactomannan produced 0.467 mmol methyl ester/g acylated 
polysaccharide, of mannan 0.071 mmol methyl ester/g acylated polysaccharide and of 
beta-glucan 0.108 mmol/g acylated polysaccharide. Butylation of galactomannan 
produced 0.818 mmol methyl ester/g acylated polysaccharide, of mannan 0.145 mmol 


























































Τα ακυλιωμένα σάκχαρα χρησιμοποιούνται στην εποχή μας όλο και περισσότερο ως 
σημαντικά εμπορεύσιμα χημικά προϊόντα ως γλυκαντικά χαμηλής θερμιδικής αξίας 
και βιο-επιφανειοδραστικές ουσίες στις βιομηχανίες βιοϊατρικής, τροφίμων, 
φαρμάκων, απορρυπαντικών και καλλυντικών. Πρόσφατα, ορισμένα από τα 
παράγωγα ακυλιωμένα σάκχαρα έχουν δείξει πιθανό θεραπευτικό δυναμικό με 
αντικαρκινική δραστηριότητα, δυνατότητα αναστολής της ανάπτυξης των φυτών και 
αντιβιοτικές δραστηριότητες· κάτι που τα καθιστά ένα από τα «καυτά» θέματα για 
διάφορες βιολογικές διαδικασίες. [Shu Wei Chang, 2009] 
1 Σάκχαρα  
 
1.1 Γενικά  
Οι υδατάνθρακες απαντούν σε κάθε ζωντανό οργανισμό. Η ζάχαρη και το άμυλο στις 
τροφές, η κυτταρίνη στο ξύλο, το χαρτί και το βαμβάκι είναι σχεδόν καθαροί 
υδατάνθρακες. Τροποποιημένοι υδατάνθρακες συνιστούν μέρος του περιβλήματος 
των κυττάρων, άλλοι απαντούν στα μόρια του DNA, όπου μεταφέρουν γενετικές 
πληροφορίες, ενώ άλλοι χρησιμοποιούνται ως συστατικά φαρμάκων.  
Η ονομασία υδατάνθρακας προέρχεται ιστορικά από το γεγονός ότι η γλυκόζη, ο 
πρώτος απλός υδατάνθρακας που απομονώθηκε σε καθαρή μορφή, έχει μοριακό τύπο 
C6Η12Ο6 και αρχικά θεωρείτο ως ’υδρίτης του άνθρακα C6(H2O)6 ’. Παρόλο που η 
άποψη αυτή σύντομα εγκαταλείφθηκε, η ονομασία παρέμεινε. Σήμερα ο όρος 
υδατάνθρακας  αναφέρεται σε μία ευρεία κατηγορία πολυυδροξυλιωμένων αλδεϋδών 
και κετονών που ονομάζονται κοινώς σάκχαρα. 
Οι υδατάνθρακες βιοσυντίθενται από τα φυτά μέσω της φωτοσύνθεσης, μίας 
πολύπλοκης διαδικασίας κατά την οποία το ηλιακό φώς προσφέρει την απαραίτητη 
ενέργεια για τη μετατροπή του διοξειδίου του άνθρακα (CO2) σε γλυκόζη. Στη 
συνέχεια πολλά μόρια γλυκόζης συνδέονται με χημικούς δεσμούς, σχηματίζοντας 
μεγαλύτερα μόρια τα οποία αποθηκεύονται από το φυτό με τη μορφή κυτταρίνης ή 
αμύλου. Υπολογίζεται πως τουλάχιστον το 50 %  του καθαρού βάρους της βιομάζας 
του πλανήτη μας, δηλαδή το σύνολο των ζώων και των φυτών, αποτελείται από 
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πολυμερή της γλυκόζης. Η κατανάλωση υδατανθράκων μέσω των τροφών και  στη 
συνέχεια ο μεταβολισμός τους αποτελούν την κύρια πηγή ενέργειας για τους 
ζωντανούς οργανισμούς. Έτσι οι υδατάνθρακες είναι κατά κάποιο τρόπο οι 
ενδιάμεσες χημικές ουσίες μέσω της βιοσύνθεσης των οποίων η ηλιακή ενέργεια 
αποθηκεύεται και χρησιμοποιείται κατόπιν για τη συντήρηση της ζωής όταν οι 
υδατάνθρακες καταναλωθούν ως τροφή. [Βιοχημεία  Ι.Γ.Γεωργάτσου]  
Όταν η γλυκόζη καταναλωθεί ως τροφή μπορεί είτε να μεταβολιστεί μέσα στον 
οργανισμό για άμεση παραγωγή ενέργειας είτε να αποθηκευτεί με τη μορφή 
γλυκογόνου για μεταγενέστερη χρήση. Επειδή ο ανθρώπινος οργανισμός ,αλλά και τα 
περισσότερα θηλαστικά δεν διαθέτουν τα απαραίτητα ένζυμα για την πέψη της 
κυτταρίνης, χρησιμοποιούν ως πηγή υδατανθράκων το άμυλο. [Μαθήματα οργανικής 
χημείας Ν.Ε.Αλεξάνδρου-Α.Γ.Βαρβόλη] 
1.2 Μονοσακχαρίτες 
Οι μονοσακχαρίτες είναι είτε πολυυδροξυ-αλδεύδες και ονομάζονται αλδόζες είτε 
πολυυδροξυ-κετόνες και ονομάζονται κετόζες. Η πιο απλή αλδόζη είναι η 
γλυκεριναλδεύδη και η πιο απλή κετόζη η ακετόνη. Μπορούμε να θεωρήσουμε πως 
όλοι οι άλλοι μονοσακχαρίτες προέρχονται από τις δύο αυτές ενώσεις. Στους 
υδρατάνθρακες ένα τουλάχιστον άτομο άνθρακα είναι ασύμμετρο. Το γεγονός αυτό 
έχει σαν αποτέλεσμα την ύπαρξη ισομερών που διαλύματα τους έχουν την ικανότητα 
να στρέφουν το επίπεδο του πολωμένου φωτός. Η γλυκεριναλδεύδη απαντάται με δύο 
ισομερείς μορφές την D και την L.  Με βάση τις δύο αυτές μορφές κατατάσσονται 
και όλοι οι μονοσακχαρίτες σε D-L ισομερή. Από κάθε ισομερή μορφή της 
γλυκερυναλδεύδης προκύπτουν δύο τετραόζες και από κάθε τετραόζη δύο πεντόζες 
κ.ο.κ.  
Στη φύση υπάρχουν τόσο D όσο και L σάκχαρα ωστόσο τα πιο άφθονα είναι εκείνα 
της  D διαμόρφωσης. Δύο μονοσακχαρίτες που διαφέρουν μόνο ως προς τη θέση του 
υδροξυλίου ενός συγκεκριμένου ατόμου άνθρακα ονομάζονται επιμερή. Έτσι η D 




Στην  παρούσα διπλωματική μελετήθηκαν η  D-γλυκόζη, η D-γαλακτόζη και η  D-
μαννόζη. 
1.3 Ολιγοσακχαρίτες 
Ολιγοσακχαρίτες  ονομάζονται τα ανυδριτικά παράγωγα των απλών σακχάρων που 
προκύπτουν από διαμοριακή αφυδάτωση μονοσακχαριτών.[Μαθήματα οργανικής 
χημείας Ν.Ε.Αλεξάνδρου-Α.Γ.Βαρβόλη] 
 
Εικόνα 1:  α- και β- θέση ανωμερούς άνθρακα 
 
Η κελλοβιόζη αποτελείται από δύο γλυκόζες ενωμένες με β 14 δεσμό. Η 
μαννοβιόζη αποτελείται από δύο μαννόζες ενωμένες είτε β 12 (2α μαννοβιόζη) είτε 
με β 13 (3α μαννοβιόζη). Στην παρούσα διπλωματική μελετήθηκαν οι 
δισακχαρίτες, η 2α-μαννοβιόζη και η D-κελλοβιόζη.  
 
1.4 Πολυσακχαρίτες 
Οι πολυσακχαρίτες είναι υδατάνθρακες που αποτελούνται από δεκάδες, εκατοντάδες 
ακόμα και χιλιάδες μόρια μονοσακχαριτών που είναι συνδεδεμένοι μεταξύ τους με 
γλυκοζιτικό δεσμό. Υποδιαιρούνται σε ομοσακχαρίτες οι οποίοι μετά από υδρόλυση 
αποδίδουν μόνο ένα μονοσακχαρίτη και σε ετεροπολυσακχαρίτες οι οποίοι μετά από 
Αναλόγως τη θέση του πρώτου 
άνθρακα αντιστοιχούν δύο νέα 
διαστερεομέρη για τον κάθε κυκλικό 
τύπο που ονομάζονται ανωμερή. Στην 
α-μορφή το υδροξύλιο βρίσκεται σε 
αξονική θέση ενώ στη β- σε ισημερινή.  
Οι ολιγοσακχαρίτες είναι μόρια που 
περιέχουν περισσότερους από ένα 
μονοσακχαρίτες που συνδέονται μεταξύ 
τους με γλυκοζιτικό δεσμό. Ο 
γλυκοζιτικός δεσμός (glycoside bond) 
και αναφέρεται ως α- ή β- γλυκοζιτικός 





υδρόλυση αποδίδουν περισσότερους του ενός είδους μονοσακχαρίτες. [John 
McMurry, Οργανική χημεία, τόμος I] 
Στην παρούσα διπλωματική χρησιμοποιήθηκαν οι πολυσακχαρίτες: λιχενάνη, 
γαλακτομαννάνη,  β-γλυκάνη, μαννάνη και CMC κυτταρίνη. 
 
Εικόνα 2: Θέσεις σύνδεσης γλυκοζιτικού δεσμού 
 
Η κυτταρίνη είναι η πιο διαδεδομένη οργανική ένωση στη γη καθώς περιέχει το 50% 
της γήινης βλάστησης. Αποτελείται από μονάδες D-γλυκόζης , συνδεδεμένες μεταξύ 
τους με β 14 δεσμούς παρόμοιους με αυτούς της κελλοβιόζης.  Στη φύση η 
κυτταρίνη απαντάται κυρίως στους φυτικούς ιστούς, στους οποίους προσδίδει 
σκληρότητα και μηχανική αντοχή. Είναι το κύριο συστατικό του ξύλου, του 
βαμβακιού, του λιναριού κ.ά.  Κυτταρίνες από διάφορες πηγές περιέχουν από 300 
μέχρι 7500 μονάδες κελλοβιόζης. Στη βιομηχανία χρησιμοποιείται ως πρώτη ύλη για 
κατασκευή πλαστικών, εκρηκτικών και τεχνητού μεταξιού (ραιγιόν).  
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Η  γαλακτομαννάνη είναι ένας πολυσακχαρίτης που αποτελείται από μαννόζες στον 
κορμό και από γαλακτόζες ως πλευρικές ομάδες. Πιο συγκεκριμένα οι μαννόζες 
συνδέονται μεταξύ τους με β-1,4 και στις 6 θέσεις τους ενώνονται με τις γαλακτόζες 
με α-1,6. Αναλόγως την αναλογία μαννόζης γαλακτόζης έχουμε: κόμμι fenugreek 
(μαννόζη: γαλακτόζη ~ 1: 1), κόμμι γκουάρ (μαννόζη: γαλακτόζη ~ 2: 1), κόμμι τάρα 
(μαννόζη: γαλακτόζη ~ 3: 1),  κόμμι χαρουπιού (μαννόζη: γαλακτόζη ~ 4: 1).  
Η μαννάνη είναι ένας κοινός πολυσακχαρίτης που αποτελείται από 
επαναλαμβανόμενες μονάδες  μαννόζης ενωμένες μεταξύ τους με β-1,4 δεσμό.  
Η λιχενάνη είναι μία σύνθετη γλυκάνη που αποτελείται από επαναλαμβανόμενες 
μονάδες γλυκόζης συνδεδεμένες με β-1,3 και β-1,4 δεσμούς.
 
Εικόνα 3: Θέσεις σύνδεσης β-γλυκάνης 
 
 
Η β-γλυκάνη είναι ένας πολυσακχαρίτης 
που αποτελείται αποκλειστικά από 
γλυκόζες ενωμένες με β- γλυκοσιδικούς 
δεσμούς. Αναλόγως τη θέση στην οποία 
ενώνονται οι γλυκόζες αλλάζουν και 
κάποιες από τις ιδιότητές της γλυκάνης. 
Ο τρόπος που ενώνονται φαίνεται στην 
διπλανή εικόνα. Οι πιο δραστικές μορφές 
της είναι εκείνες που περιλαμβάνουν 
μονάδες γλυκόζης ενωμένες με β-1,3 
δεσμούς και β-1,6 πλευρικά. Μια από τις 
πιο κοινές πηγές γλυκάνης είναι το 
τοίχωμα του ζυμομύκητα Saccharomyces 
cerevisiae. Εντούτοις γλυκάνη εξάγεται 
επίσης από τη βρώμη και το κριθάρι , και 
σε πολύ μικρότερο βαθμό σε σίκαλη και 
σιτάρι .   
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2 Η αντίδραση της ακυλίωσης  
2.1 Γενικά  
Η πιο σημαντική αντίδραση των αρωματικών ενώσεων είναι η ηλεκτρονιόφιλη 
αρωματική υποκατάσταση. Κατ’ αυτήν ένα ηλεκτρονιόφιλο (Ε+) αντιδρά με κάποιον 
αρωματικό δακτύλιο και υποκαθιστά ένα από τα υδρογόνα του. 
 
Εικόνα 4: Ηλεκτρονιόφιλη αρωματική υποκατάσταση 
 
Με τις αντιδράσεις ηλεκτρονιόφιλης υποκατάστασης μπορούν να εισαχθούν στον 
αρωματικό δακτύλιο πολλοί διαφορετικοί υποκαταστάτες.  
 
Εικόνα 5: Υποκαταστάτες ηλεκτρονιόφιλης αντίδρασης 
 
 
Μία από τις πιο χρήσιμες αντιδράσεις ηλεκτρονιόφιλης υποκατάστασης είναι η 




2.2 Μηχανισμός ακυλίωσης Friedel-Crafts 
Ο μηχανισμός ακυλίωσης Friedel-Crafts περιγράφει την αντίδραση του `βενζολίου με 
ένα ακυλο-κατιόν. Το δραστικό ηλεκτρονιόφιλο είναι ένα άκυλο-κατιόν 
σταθεροποιημένο, λόγω συντονισμού το  είναι κατηλλημένο από ένα μονήρες ζεύγος 
ηλεκτρονίων. Εφόσον σχηματισθεί το ακυλο-κατιόν δεν υφίσταται μετάθεση αλλά 
προσβάλεται από τον  αρωματικό δακτύλιο και σχηματίζεται προϊόν υποκατάστασης 
χωρίς μετάθεση.  [John McMurry, Οργανική χημεία, τόμος I] 
 
Εικόνα 6: Αντίδραση Friedel-Crafts  
 
2.3 Χρήση ενζύμων στη σύνθεση ακυλιωμένων σακχάρων  
 
2.3.1 Ένζυμα που καταλύουν την ακυλίωση των σακχάρων  
Τα ένζυμα χωρίζονται σε έξι μεγάλες κατηγορίες: τις οξειδοαναγωγάσες (ένζυμα που 
καταλύουν την οξείδωση ή την αναγωγή), τις υδρολάσες(ένζυμα που καταλύουν 
υδρολυτικές διασπάσεις), τις ενδομεράσες (ένζυμα που καταλύουν ενδομοριακές 
μεταβολές), τις λυάσες (ένζυμα που καταλύουν μη υδρολυτικό σπάσιμο δεσμών), τις 
λιγάσες (ένζυμα που καταλύουν το σχηματισμό δεσμών με ταυτόχρονη διάσπαση 
ATP) και τις τρανσφεράσες (ένζυμα που δεν ανήκουν σε καμία από τις άλλες 
κατηγορίες).   Τα ένζυμα που χρησιμοποιούνται ευρέως για την ακυλίωση σακχάρων 
είναι οι εστεράσες, οι πρωτεάσες και οι λιπάσες, καθώς αποτελούν τα πιο «ευέλικτα» 
ένζυμα: καταλύουν τόσο την υδρόλυση όσο και τη σύνθεση των εστέρων. Υπάρχει 
ένα πλήθος αυτών των ενζύμων που είναι εμπορικά διαθέσιμα. Μια σημαντική 
χαρακτηριστική ιδιότητα των ενζύμων αυτών είναι ότι δέχονται ως υπόστρωμα μια 
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ποικιλία μορίων. Επιπλέον, προσαρμόζονται σε οργανικούς διαλύτες· κάτι που 
ενισχύει την πρακτική τους χρησιμότητα.  
Οι εστεράσες, οι πρωτεάσες και οι λιπάσες αποτελούν υποκατηγορίες των 
υδρολασών. Οι υδρολάσες καταλύουν τη μεταβίβαση της ακυλ-ομάδας είτε προς την 
κατεύθυνση της διαλυτόλυσης είτε της ακυλίωσης του υποστρώματος. Σε υδατικό 
περιβάλλον πραγματοποιείται υδρόλυση, ενώ παρουσία αλκοολών μπορεί να λάβει 
χώρα μετεστεροποίηση. Οι αντιδράσεις ακυλίωσης πραγματοποιούνται παρουσία 
ουσιών που είναι δότες της ακυλ-ομάδας. Εστέρες ενολών, όπως οι βινυλεστέρες 
χρησιμοποιούνται συχνά ως ακυλο-δότες.  
 
2.3.2 Παραδείγματα ενζυμικής ακυλίωσης 
Οι Stepan et al. 2013 αναφέρονται  στην επιτυχή επιφανειακή εστεροποίηση 
καταλυόμενη από ένζυμα σε φιλμ ημικυτταρίνης. Μελετήθηκε η ενζυμική ακυλίωση 
με εστέρα οξικού (vinyl acetate)  και με εστέρα στερεατικού  (vinyl stearate) σε φιλμ 
αραβινοξυλάνης. Χρησιμοποιήθηκαν διάφορες  αναλυτικές τεχνικές όπως οι FT-IR, 
TOF-SIMS, ESCA, CA και έδειξαν  πως οι λιπάσες από τους μικροοργανισμούς 
Mucor javanicus, Rhizopus oryzae και Candida rugosa ακυλίωσαν  επιτυχώς τα φιλμ 
αραβινοξυλάνης με δότη vinyl stearate. Η κουτινάση από τον μικροοργανισμό 
Fusarium solani pisi από την άλλη ακετυλίωσε τα φιλμ. Συγκρίθηκαν οι 
ιδιαιτερότητες της κουτινάσης και της λιπάσης και παρατηρήθηκε μεγαλύτερη 
δραστηρικότητα όσον αφορά στις λιπάσες οι οποίες χρησιμοποίησαν μεγάλου μήκους 
αλκυλ-αλυσίδα και στις κουτινάσες που χρησιμοποίησαν μικρού μήκους αλκυλ-
αλυσίδα αντίστοιχα. Δεδομένου του ότι η αραβινοξυλάνη ήταν αδιάλυτη σε οξικό 
βινυλεστέρα ή στον βινυλεστέρα στερεατικού αυτό οδήγησε σε ετερογενή συστήματα 
αντίδρασης το οποίο ήταν ιδανικό για επιφανειακές τροποποιήσεις. [Stepan et 




Εικόνα 7: Επιφανειακή ενζυμική ακυλίωση φίλμ αραβοξυλάνης 
Οι Zhi-Gang Chen et al πραγματοποίησαν επιτυχώς ενζυμική ακυλίωση της konjac 
γλυκομαννάνης (KGM) με βινυλεστέρα οξικού ως δότη της ακετυλομάδας σε 
οργανικό μέσο χρησιμοποιώντας την εμπορική λιπάση Novozym 435 ως 
βιοκαταλύτη. Για την αξιολόγιση της έκτασης ακυλίωσης χρησιμοποιήθηκε ο βαθμός 
υποκατάστασης (DS)  της τροποποιημένης γλυκομαννάνης και έγινε μελέτη 
διαφόρων παραγόντων της αντίδρασης. Η δραστικότητα του νερού(aw) ήταν ένας 
πολύ σημαντικός παράγοντας για τις ενζυμικές αντίδράσεις σε μη-υδατικά 
συστήματα καθώς σχετίζονταν με την διατήρηση της ενζυμικής ενεργότητας. Στη 
συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκε η ενζυμική ακυλίωση της γλυκομαννάνης που 
διεξήχθη σε μεγάλο εύρος δραστικοτήτων νερού  για να ελεγχθεί η επίδραση της aw  
και να βρεθεί η βέλτιστη  της αντίδρασης, η οποία είναι aw = 0.75 .   
Οι καταλυόμενες από ένζυμα αντιδράσεις σε μη υδατικά μέσα επηρεάζονται από τη 
φύση του διαλύτη. Η επιλογή του οργανικού διαλύτη ήταν δύσκολη για την ενζυμική 
ακυλίωση της γλυκομαννάνης. Γενικώς ισχύει πως ένας λιγότερο πολικός διαλύτης 
είναι καλύτερο μέσο από έναν πολικό. Το μέγιστο DS επετεύχθη με την t-BuOH. O 
ρυθμός ανάδευσης επηρέαζε κατά πολύ την κατανάλωση του υποστρώματος και την 
παραγωγή του προϊόντος στο σύστημα της αντίδρασης άρα το ρυθμό της αντίδρασης 
την απόδοση και την εκλεκτικότητά της. Ο βέλτιστος ρυθμός ανάδευσης ήταν τα 200 
rpm. Η βέλτιστη θερμοκρασία ήταν ανάμεσα στους 45-500C. Τέλος όσον αφορά το 
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μοριακό βάρος της KGM όσο μεγαλύτερο είναι τόσο μικρότερη η έκταση της 
ακυλίωσης.[ Chen et al.,2006] 
Στην εργασία των Gremos et al πραγματοποιήθηκε ενζυμική ακυλίωση της AVICEL 
κυτταρίνης με βινυλεστέρα του προπιονικού, του λαυρικού και του στερεατικού. 
Μετά από μία προκατεργασία της κυτταρίνης σε ιοντικό υγρό BMIMCl που 
πραγματοποιήθηκε για να διευκολύνει το ένζυμο, έλαβε χώρα η ενζυμική αντίδραση 
εστεροποίησης χρησιμοποιώντας διάφορες υδρολάσες. Ένζυμα ικανά να καταλύουν 
την ακυλίωση της κυτταρίνης είναι η ακινητοποιημένη εστεράση από συκώτι χοίρου, 
και η ακινητοποιημένη κουτινάση από το F. solani ενώ οι λιπάσες που 
χρησιμοποιήθηκαν δεν έδειξαν κάποια καταλυτική δράση. Εστέρες κυτταρίνης 
προπιονικού, λαυρικού και στερεατικού συντέθηκαν με ένα βαθμό εστεροποίησης 1.9 
%, 1.3 % και 1.0 %, αντίστοιχα. Ήταν η πρώτη επιτυχής άμεση ενζυμική ακυλίωση 
κυτταρίνης με λιπαρά οξέα μακράς αλυσίδας. [Gremos et al.,2010] 
Περίπου ένα χρόνο αργότερα οι Gremos et al εξέλιξαν τη μέθοδό τους. Στόχος των 
Gremos et al αυτή τη φορά ήταν να αναπτυχθεί μία μεθοδολογία για την ενζυμική 
ακυλίωση της κυτταρίνης με ομάδες λιπαρών μακράς αλυσίδας σε ένα βήμα. Ως εκ 
τούτου σχεδίασαν ένα σύστημα όπου η ινώδης κυτταρίνη ακυλιώθηκε ενζυμικά με 
λαυρικό βινυλεστέρα σε υπερκρίσιμο διοξείδιο του άνθρακα. Οι βιοκαταλύτες που 
χρησιμοποιήθηκαν για αυτή την αντίδραση ήταν η ακινητοποιημένη λιπάση C. 
antarctica, η ακινητοποιημένη εστεράση από συκώτι χοίρου και ακινητοποιημένη 
κουτινάση από το F. solani. Η περιεκτικότητα σε εστέρα ποίκιλε αναλόγως την 
εκλεκτικότητα του εκάστοτε βιοκαταλύτη που χρησιμοποιήτο  φτάνοντας σε μέγιστο 
4.1 % μετά από 9 ώρες αντίδρασης.  
Η ενζυμική εστεροποίηση της κυτταρίνης με μία αλειφατική ομάδα, επετεύχθη. Η 
χρήση του υπερκρίσιμου διοξειδίου του άνθρακα ως παράγοντα διόγκωσης και 
ταυτόχρονα ως μέσου αντίδρασης για την ακυλίωση της κυτταρίνης ήταν επιτυχής.  Η 
ενζυμική αντίδραση της ινώδους κυτταρίνης με το λαυρικό βινυλεστέρα είχε ως 
αποτέλεσμα το σχηματισμό των αντίστοιχων εστερικών δεσμών.  
Ο λαυρικός βινυλεστέρας χρησιμοποιήθηκε ως λιπαρό υπόστρωμα μιας και 
υπερτερούσε θερμοδυναμικά σαν καλύτερος ακυλο-δότης από το λαυρικό οξύ. Όπως 
προέκυψε αυτός ο τύπος αντίδρασης ελέγχεται ενζυμικά. Ταυτόχρονα ήταν 
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απαραίτητη η έντονη ανάδευση τόσο για την διόγκωση της κυτταρίνης τόσο και για  
να προχωρήσει η  ενζυμική αντίδραση.  [Gremos et al.,2011] 
Οι Chebil et al έδειξαν ενδιαφέρον στα φλαβονοειδή, καθώς χρησιμοποιούνται 
ευρέως στη φαρμακοβιομηχανία στην κοσμετολογία και στην βιομηχανία τροφίμων. 
Έχουν διάφορες φυσικοχημικές και βιολογικές ιδιότητες ενώ ταυτόχρονα 
χαρακτηρίζονται από χαμηλή διαλυτότητα και σταθερότητα. Οι επιστήμονες για τη 
μέγιστη αξιοποίηση αυτών των ιδιοτήτων προτείνουν ενζυμική ακυλίωση αυτών  των 
μορίων με λιπαρά και αρωματικά οξέα πρωτεάσης και λιπάσης υπό διαφορετικές 
συνθήκες λειτουργίας. Παρόλα αυτά είναι σημαντικό να βρεθεί μία μέση λύση 
ανάμεσα στη βελτιστοποίηση της σταθερότητας και της διαλυτότητας χωρίς να 
επηρεαστούν οι βιολογικές δραστηριότητες. Η θέση της ακυλίωσης δηλαδή η 
τοποεκλεκτικότητα μπορεί να τροποποιήσει δραστικά αυτές τις ιδιότητες. Στην 
παρούσα εργασία εξετάστηκαν η επιρροή του τύπου, της προέλευσης και  της 
συγκέντρωσης   του ενζύμου, οι συνθήκες λειτουργίας, η σύνθεση των αντιδρώντων 
μέσων και  των υποστρωμάτων  σε σχέση με την τοποεκλεκτικότητα , τους αρχικούς 
ρυθμούς αντίδρασης και τα ποσοστά ακυλίωσης. Δημοσιευμένα δεδομένα δείχνουν 
πως με γλυκοζυλιωμένα φλαβονοειδή πραγματοποιείται ακυλίωση με όλες τις 
λιπάσες ενώ με ‘άγλυκα’ φλαβονοειδή η ακυλίωση ήταν επιτυχής μόνο παρουσία 
λιπάσης του Pseudomonαs cepacia και καρβοξυλ-εστεράσης. Η τοποεκλεκτικότητα 
της ακυλίωσης εξαρτιόταν  από τον τύπο του ενζύμου. Για το ένζυμο της εργασίας 
των  Chebil et al η τοποεκλεκτικότητα εξαρτιόταν από τη δομή των φλαβονοειδών 
και τη φύση του ακυλοδότη. Εφαρμόζοντας βέλτιστες συνθήκες θερμοκρασίας 
υποστρώματος διαλύτη ενζύμου η απόδοση της μετατροπής συχνά ξεπέρναγε το 95 
% και οι ιδιότητες των ακυλιωμένων αυξάνονταν. [Chebil et al., 2006] 
Στην εργασία των Stevenson et al χρησιμοποιήθηκε ακινητοποιημένη λιπάση του 
μικροοργανισμού C. antarctica (Novozym 435®) για να ακυλιώσει φλαβονοειδείς 
γλυκοζίτες καθαρισμένους σε εκχύλισματα φρούτων. Ακυλο-δότες ήταν τα 
καρβονυλικά οξέα χρησιμοποιώντας 2-μέθυλο2-προπανόλη ως διαλύτη. 
Σημειώθηκαν μετατροπές από 25 % μέχρι 95 % χρησιμοποιώντας παλμιτικό, 
κινναμικό και φαινυλ-προπιονικό οξύ (PPA) και υδρολυμένα παράγωγα PPA  ως 
ακυλοδότες. Τόσο η ναριγίνη όσο και η ισοκουερσετίνη ακυλιώθηκαν εύκολα. 
Αμφότερες οι ενώσεις έδωσαν σημαντικά μονο-ακυλιωμένα προιόντα και λιγότερα 
δι-ακυλιωμένα. Όταν χρησιμοποιήθηκαν ως πηγή φλαβονοειδών χυμοί μήλου και 
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βατόμουρου τα ένζυμα έδειξαν ισχυρή επιλεκτικότητα για την ακυλίωση γλυκοζιτών 
με πρωτοταγή αλειφατική ομάδα υδροξυλίου ως χαρακτηριστική ομάδα του 
σακχάρου. Δεν παρατηρήθηκε ακυλίωση σε ενώσεις που στερούνται πρωτοταγούς 
αλειφατικής ομάδας υδροξυλίου. Τέλος η ακυλίωση κυρίως με παλμικό οξύ αύξησε 
σημαντικά την λιποφιλικότητα και τη διαλυτότητα του διαλύτη της 
αντίδρασης.[Stevenson et al.,2006] 
Οι Zhi-Gang Chen et al  πραγματοποίησαν μία μελέτη ακυλίωσης πολυσακχαρίτη 
(lilly polysaccharide LP) καταλυόμενη από ακινητοποιημένη λιπάση  από 
Burkholderia cepacia  με οξικό βινύλιο σε οργανικούς διαλύτες και ιοντικά υγρά. Ο 
βαθμός υποκατάστασης (DS)  του τροποποιημένου πολυσακχαρίτη χρησιμοποιήθηκε 
για την αξιολόγηση της έκτασης ακυλίωσης –άρα και την έκταση της ενζυμικής 
δραστηριότητας. Καταυτό τον τρόπο ένας φιλικός προς το περιβάλλον διαλύτης το 2-
μεθυλοτετραϋδροφουράνιο (MeTHF) βρέθηκε να είναι το πλέον κατάλληλο οργανικό 
μέσο αντίδρασης.  Ωστόσο σε σύγκριση με το MeTHF παρατηρήθηκε μεγαλύτερη 
ενζυμική δραστηριότητα από το 1-βουτυλο-3-μεθυλιμιδαζόλιο τετραφθο-ροβορικού 
([C4MIm] [BF4]).  Μεταξύ των διάφορων συστημάτων που εξετάσαν οι Zhi-Gang 
Chen et al το 20 %(ν/ν) MeTHF- [C4MIm] [ΒΡ4] παρήγαγε τα υψηλότερα ποσοστά 
ακυλίωσης. Με αυτή την αναλογία διαλυτών η βέλτιστη δραστικότητα του νερού 
ήταν 0.33 η βέλτιστη θερμοκρασία 55 0C και ο βέλτιστος χρόνος 18 ώρες. Σε αυτές 
τις συνθήκες ο βαθμός ακυλίωσης ήταν 0.67. Τα αποτελέσματα έδειξαν πως η 
καταλυόμενη ακυλίωση είναι μία αποτελεσματική μέθοδος για την τροποποίηση του 
πολυσακχαρίτη που χρησιμοποίησαν και πως η δραστικότητα και η σταθερότητα των 
προϊόντων ενισχύεται με την παρουσία βινυλ-οξικού άλατος. Όταν προστέθηκε 2-
μεθυλοτετραϋδροφουράνιο (MeTHF) σε κατάλληλες συγκεντρώσεις επετεύχθη 
υψηλότερος βαθμός ακυλίωσης. [Chen et al.,2013] 
Η ενζυμική σύνθεση εστέρων λιπαρών οξέων από δι- και τρι-σακχαρίτες περιορίζεται 
από το γεγονός ότι οι περισσότεροι βιολογικοί καταλύτες απενεργοποιούνται από 
πολικούς διαλύτες( πχ το διμεθυλοσουλφοξείδιο και το διμεθυλοφορμαμίδιο) στους 
οποίους οι υδατάνθρακες είναι διαλυτοί. Οι Francisco J. Plou et al  στην εργασία τους 
εξέτασαν τις μεθοδολογίες που έχουν αναπτυχθεί για να ξεπεραστεί αυτός ο 
περιορισμός. Οι μεθοδολογίες αυτές αφορούσαν στον έλεγχο του μέσου αντίδρασης, 
του ενζύμου και του υποστρώματος. Πρότειναν τη χρήση μιγμάτων των αναμίξιμων 
διαλυτών ως μία γενική στρατηγική για την ακυλίωση ενζυμικώς υδρόφιλων 
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υποστρωμάτων. Παρατήρησαν δε πως μειώνοντας την υδροφοβικότητα του μέσου η 
μοριακή αναλογία των διεστέρων σακχαρόζης με τους μονοεστέρες σακχαρόζης 
μπορεί να ενισχυθεί σημαντικά. Η διαφορετική τοποεκλεκτικότητα διάφορων 
λιπασών και πρωτεασών καθιστά εφικτή τη σύνθεση διαφορετικών ισομερών θέσης 
τα οποία μπορεί να διαφέρουν σημαντικά ως προς τις ιδιότητες. Ειδικότερα, οι 
Francisco J. Plou et al  παρατήρησαν πως η λιπάση από το Thermomyces lanuginosus 
εμφάνισε μία αξιοσημείωτη εκλεκτικότητα για μία μόνο υδροξυλ-ομάδα στην 
ακυλίωση σακχαρόζης, μαλτόζης λευκρόζης και μαλτοτριόζης σε σύγκριση με τη 
λιπάση από C. antartica. Εξέτασαν τρείς μεθόδους ακινητοποποίησης για ακυλίωση 
σακχαρόζης( προσρόφηση σε πολυπροπυλένιο, ομοιοπολική σύζευξη και 
κοκκοποίηση πυριτίου) που καταλύοταν από τη λιπάση του  T. Lanuginosus. Η 
μορφολογία του υποστρώματος επηρέασε σημαντικά την ταχύτητα της αντίδρασης 
και την εκλεκτικότητα της διεργασίας.[ Plou et al.,2002] 
 
Οι   Kremnicky et al  μελέτησαν την  ακετυλοεστεράση του Trichoderma reesei 
γνωστή για τις καταλυτικές της ιδιότητες σε αντιδράσεις ακετυλίωσης σε διαφασικά 
μίγματα νερου/ακετονιτριλίου με γνώμονα την εκλεκτικότητα της ακετυλίωσης των 
ολιγοσακχαριτών σε υδατικό περιβάλλον. Χρησιμοποιώντας μια σειρά 
ολιγοσακχαριτών και τους μεθυλο-γλυκοζίτες τους το ένζυμο βρέθηκε να καταλύει 
αποτελεσματικά την ακυλίωση στη θέση τρία των μη-αναγωγικών τερματικών 
μονάδων γλυκο-, ξυλο-, και μαννο-ολιγοσακχαριτών και λιγότερο αποτελεσματικά 
την ακετυλίωση στη θέση των αναγωγικών άκρων των παραπάνω μονάδων.  
Η δομή των απομονωμένων προϊόντων ακυλίωσης  καθορίστηκε με ΝΜR και ESI-
MS ανάλυση. Ο κύριος ρόλος της εστεράσης ήταν να απελευθερώσει τις 
ακετυλομάδες από τις τερματικές μονάδες των ολιγοσακχαριτών και να τις 
καταστήσει προσβάσιμες για περαιτέρω υδρόλυση καταλυόμενη από γλυκοζιδάσες. 
Το ότι η καταλυόμενη αυτή ακετυλίωση πραγματοποιήθηκε από το ένζυμο σε 
υδατικά μέσα αποτέλεσε όχι μόνο ένα νέο, φιλικό προς το περιβάλλον τρόπο 
ακετυλίωσης ολιγοσακχαριτών αλλά ταυτόχρονα και  μία γοητευτική επιλογή για την 
τροποποίηση τερματικών μονάδων ολιγοσακχαριτών. Η αντίδραση αυτή ήταν  
ιδιαιτέρως σημαντική καθώς μπόρεσε να μειώσει τον υδρόφιλο χαρακτήρα 
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ορισμένων από τα βιολογικώς σημαντικά μόρια , αυξάνοντας έτσι τη συμβατότητά 
τους με βιολογικές διεργασίες. [Kremnicky et al., 2005] 
Οι πολυσακχαρίτες αποτελούν μία εξαιρετικά ενδιαφέρουσα ομάδα πολυμερών που 
χρησιμοποιούνται από τους οργανισμούς σε κρίσιμες λειτουργίες όπως  δομικές 
λειτουργίες, αμυντικές λειτουργίες και  αποθήκευση ενέργειας. Αυτό έχει σαν 
αποτέλεσμα οι πολυσακχαρίτες να βρίσκονται σε αφθονία στη βιομάζα. Το άμυλο 
ειδικότερα είναι ο δεύτερος πιο άφθονος πολυσακχαρίτης ο οποίος λειτουργεί ως 
αποθηκευμένη ενέργεια στα φυτά.  Χρήση του αμύλου σε εφαρμογές έξω από το 
φυσικό του ρόλο δεν είναι ιδιαίτερα διαδεδομένη. Γι αυτό  διαδικασίες οι οποίες θα 
ενισχύσουν τις ιδιότητες του αμύλου για άλλες πιο ενδιαφέρουσες Βιοτεχνολογικές 
εφαρμογές  χρήζει μεγάλου ενδιαφέροντος.  Καθώς λοιπόν πρόκειται για ένα φθηνό, 
άφθονο και ανανεώσιμο φυσικό υλικό τροποποιείται χημικά εδώ και πολλά χρόνια. Η 
δημοφιλής ακυλίωση έχει χρησιμοποιηθεί για τη ρύθμιση των ρεολογικών 
χαρακτηριστικών και για την παραγωγή πολυμερών με εσωτερικούς πλαστικοποιητές 
με πολλές πιθανές χρήσεις.  Παρόλα αυτά οι σκληρές συνθήκες αντίδρασης μπορεί να 
περιορίσει την χρήση των προϊόντων ιδιαίτερα σε ευαίσθητες εφαρμογές όπως 
τρόφιμα, φαρμακευτικά προϊόντα κ.α. η χρήση ενζύμων που καταλύουν την 
ακυλίωση είναι η κατάλληλη λύση καθώς παρέχει τη δυνατότητα υψηλής 
εκλεκτικότητας και ήπιων συνθηκών αντίδρασης. Πρόσφατα, ακυλιωμένα παράγωγα 
αμύλου παράγονται επιτυχώς σε μη – συμβατικά συστήματα.  Οι Alissandratos et al  
στην εργασία τους επιχείρησαν μία ανασκόπηση των προσεγγίσεων που μόλις 
περιγράφηκαν. Ανέφεραν πως, παρά τα εγγενή προβλήματα λόγω  της δυσκολίας να 
έρθουν ο πολυσακχαρίτης, ο ακυλο δότης και το ένζυμο σε επαφή υπό τις κατάλληλες 
συνθήκες αντίδρασης, η ενζυμική οδός ακυλίωσης  αμύλου παρουσίασε μεγάλες 
δυνατότητες και ήδη οδήγησε σε μία σειρά από παράγωγα. Τέλος τόνισαν  πως 
υπάρχουν μεγάλα περιθώρια για περαιτέρω έρευνα όσον αφορά στον τύπο του 
συστήματος αντίδρασης (οργανικό διαλύτη, ιοντικά υγρά, υδατικό διαλύτη) αλλά και 
στον βιοκαταλύτη καθώς υπάρχει μεγάλη  ποικιλία υδρολασών που μπορεί ο κάθε 
ερευνητής να επιλέξει.  [Alissandratos et al., 2011 ] 
Οι Perez-Victoria et al διερεύνησαν το πεδίο ακυλίωσης των υδατανθράκων με 
μεταλλοπρωτεάση  θερμοσυλίνης ακινητοποιημένη σε Celite ως βιοκαταλύτη. Οι 
αντιδράσεις διεξήχθησαν σε διμεθυλσουλφοξείδιο (DMSO) για εστεροποιήσεις 
σακχαρόζης , μαλτόζης και  ολιγοσακχαρίτες που  περιείχαν μαλτόζη. Περιέργως 
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καμία αντίδραση δεν πραγματοποιήθηκε για τη γλυκόζη ή για το δισακχαρίτη που 
περιέχει γλυκόζη, τη λακτόζη.  Η προτιμώμενη θέση της ακυλίωσης σε όλες τις 
περιπτώσεις ήταν η δεύτερη θέση του υδροξυλίου του τμήματος της  α-D-
γλυκοπυρανόζης που συνδέονται με τη  μονάδα b-D – φρουκτοφουρανόζης. Αυτά τα 
αποτελέσματα συσχετίστηκαν με την τοποεκλεκτικότητα της σακχαρόζης. Τέλος 
προτάθηκε ένα γενικό μοτίβο για κατάλυση υδατανθράκων με θερμολυσίνη.  [Perez-
Victoria et al., 2006] 
Οι Xia et al  στην εργασία τους πέτυχαν έναν αποτελεσματικό τρόπο ελεγχόμενης 
ακυλίωσης πρωτοταγούς η δευτεροταγούς υδροξυλομάδας φλοξουριδίνης με διάφορα 
ένζυμα. Τα παράγωγα της 5’-Ο-ακυλοφλουξιριδίνης συντέθηκαν με ακινητοποιημένη 
λιπάση από Candida antartica σε ακετονιτρίλιο ή σουμπτιλισίνη σε πυριδίνη και τα 
παράγωγα της 3’-Ο-ακυλοφλοξουριδίνης σε ακινητοποιημένη λιπάση από 
Pseudomonas cepacia σε τετραυδροφουράνιο (THF). Αυτά τα μονομερή που 
προέκυψαν, υποβλήθηκαν  σε περαιτέρω μετασχηματισμούς. Αυτοί οι 
μετασχηματισμοί περιελάμβαναν χημειο-πολυμερισμό σε διμεθυλομεθαναμίδιο 
(DMF) ξεκινώντας από αζωδισισοβουτυρονιτρίλιο (AIBN) με σκοπό να φτιαχτούν 
πολυμερικά προφάρμακα με τον ίδιο σκελετό και διαφορετική θέση διακλάδωσης, 
συνεχίζοντας με τη ενζυματική σύζευξη της d-γλυκόζης για τη  σύνθεση της 
συζυγούς  d-γλυκόζης-φλοξουριδίνης. [Xia et al.,2007]  
 
2.4 Σύγκριση ενζυμικής και μη ενζυμικής σύνθεσης  
Τα ακυλιωμένα σάκχαρα  είναι δυνατόν να παραχθούν είτε με χημικά μέσα είτε με 
ενζυμικές διαδικασίες. 
 
2.4.1 Μη ενζυμική σύνθεση 
Η χημική ακυλίωση γίνεται με χλωρίδια οξέων σε οργανικούς διαλύτες ( πχ 
διμεθυλoσουλφοξείδιο)  με χρήση οργανικών και ανόργανων καταλυτών ( πυριδίνης , 
ανθρακικού καλίου ) οι οποίοι αφήνουν υπολειμματικά ίχνη στα τελικά προϊόντα. 
Γενικώς οι αντιδράσεις αυτές  απαιτούν υψηλές θερμοκρασίες, που σε συνδυασμό με 
τους καταλύτες που χρησιμοποιούνται, θα μπορούσε να προκληθεί ενδεχομένως και 
αποικοδόμηση του πολυσακχαρίτη. Προς το παρόν οι χημικές διεργασίες χωρίς 
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διαλύτη για την ακυλίωση  πχ του αμύλου είναι υπό ανάπτυξη αλλά και πάλι δεν 
εξαλείφεται με αυτό τον τρόπο το πρόβλημα της υποβάθμισης της αλυσίδας και του 
υψηλού όγκου αποβλήτων. Ακόμη, η χημική ακυλίωση είναι μη- εκλεκτική τόσο 
στην πρωτοβάθμια όσο και στην δευτεροβάθμια υποκατάσταση ομάδων υδροξυλίου, 
κάνοντας αυτή τη μέθοδο κατάλληλη μόνο για την παραγωγή προϊόντων με υψηλό 
βαθμό υποκατάστασης (DS).  Αυτός βέβαια είναι ένας σοβαρός περιορισμός για τα 
προϊόντα χαμηλού βαθμού υποκατάστασης . Έτσι αφού η χημική ακυλίωση οδηγεί σε 
πολύπλοκα μίγματα με τυχαία κατανομή της ακυλομάδας τόσο στο μονομερές του 
υδατάνθρακα όσο και στο σκελετό ενός πολυμερούς. [Lambertus et al.,2012] 
 
2.4.2 Ενζυμική σύνθεση 
Οι ενζυμικές διαδικασίες προσφέρουν μία ελκυστική εναλλακτική διαδρομή για τη 
σύνθεση ακυλιωμένων ολιγο και πολυσακχαριτών. Επιλεκτικές διεργασίες 
καταλυόμενες από ένζυμα εκτελούνται κάτω από ήπιες συνθήκες θερμοκρασίας και 
πίεσης. Η χρήση ενζύμων για την τροποποίηση πολυσακχαριτών έχει το πλεονέκτημα 
της υψηλής τοποεκλεκτικότητας της αντίδρασης το οποίο δημιουργεί προϊόντα 
ελεγχόμενης δομής και λειτουργικότητας. Ο σχηματισμός δεσμών ευνοείται 
θερμοδυναμικά σε μέσα χαμηλής περιεκτικότητας σε νερό και ως εκ τούτου 
εναλλακτικές ενζυμικές διεργασίες θα μπορούν να πραγματοποιηθούν σε διαλύματα 
χωρίς την παρουσία οργανικών διαλυτών. Τέλος, μέσα όπως ιοντικά ρευστά και 
υπερκρίσιμα ρευστά (ιδιαίτερα το υπερκρίσιμο διοξείδιο του άνθρακα- ScCO2)  
μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν καταλύτες της αντίδρασης. [Gremos et al,2011] 
 
Συνοψίζοντας παρατίθενται τα πλεονεκτήματα της ενζυμικής κατάλυσης έναντι των 
χημικών μεθόδων :  
Η  τρέχουσα χημική παραγωγή ακυλιωμένων σακχάρων βασίζεται στις υψηλές 
θερμοκρασίες, στην χαμηλή εκλεκτικότητα και στο σχηματισμό παραπροϊόντων. Οι 
συνθήκες των ενζυμικών αντιδράσεων είναι ηπιότερες των συμβατικών χημικών: με 
χαμηλότερη θερμοκρασία αντίδρασης, γύρω στο ουδέτερο pH, υπό συνήθεις 
συνθήκες πίεσης, κλπ. [Nakamura et al.,1997] 
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Η ενζυμική ακυλίωση επιτρέπει τη σύνθεση διαφόρων πολυμερών που έχουν 
καθορισμένη δομή, ελεγχόμενη στερεοχημεία, τοποεκλεκτικότητα και 
χημειοεκλεκτικότητα.  
Οι ενζυμικές αντιδράσεις είναι φιλικές στο περιβάλλον, καθώς δεν απαιτείται η 
χρήση τοξικών αντιδραστηρίων. Μπορούν να χρησιμοποιηθούν: νερό, οργανικοί 
διαλύτες, υπερκρίσιμα ρευστά, όπως το διοξείδιο του άνθρακα (scCO2), καθώς και 
ιοντικά υγρά.  
Τα ακυλιωμένα προϊόντα από τις ενζυμικές αντιδράσεις έχουν βελτιωμένα ρεολογικά 
και υδροφοβικά χαρακτηριστικά σε σχέση με τα αντίστοιχα προϊόντα των χημικών 
μεθόδων. [Kobayashi et al.,2009]  
Κατά την ενζυμική σύνθεση δεν έχουμε σχηματισμό υποπροϊόντων.  
 
2.5 Εστεράσες του οξικού οξέος  
2.5.1 Εισαγωγή  
Οι εστεράσες του οξικού οξέος είναι μια κατηγορία υδατανθρακικών ενζύμων οι 
οποίες καταλύουν την αντίδραση διάσπασης του εστερικού δεσμού που σχηματίζεται 
μεταξύ του οξικού οξέος και διαφόρων ειδών πολυσακχαριτών και ολιγοσακχαριτών 
με εξειδίκευση στην ξυλάνη. Κοινό δομικό στοιχείο όλων των εστερασών του οξικού 
οξέος είναι η ύπαρξη μιας πτύχωσης α/β που εντοπίζεται στις υδρολάσες και μιας 
καταλυτικής τριάδας που αποτελείται από τα αμινοξέα σερίνη, ιστιδίνη και 
ασπαρτικό οξύ [Taylor et al., 2006]. 
Η ύπαρξη εστερασών του οξικού οξέος εντοπίστηκε για πρώτη φορά σε καλλιέργεια 
του μύκητα Schizophyllum commune ο οποίος αργότερα μετονομάστηκε σε 
Trichoderma reesei [Biely et al., 1986]. Μέχρι σήμερα έχουν απομονωθεί εστεράσες 
της συγκεκριμένης κατηγορίας από διάφορα βακτήρια [Degrassi et al., 1998] και 
μύκητες [Blum et al., 1999] ενώ γονίδια που κωδικοποιούν εστεράσες του 
συγκεκριμένου είδους προερχόμενα τόσο από βακτήρια [Lorenz et al., 1997] όσο και 
από μύκητες [Gutierrez et al., 1998; Chung et al., 2002; Nicole et al., 2006] έχουν 
εκφραστεί σε καλλιέργειες μετασχηματισμένων κυττάρων όπως του μύκητα P. 
pastoris και του βακτηρίου E.coli. 
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2.5.2 Εστεράσες του οξικού οξέος της οικογένειας 2 (CE 2)  
O αριθμός των υδατανθρακικών εστερασών που εντάσσονται στην συγκεκριμένη 
οικογένεια είναι μικρός ενώ οι περισσότερες από αυτές δεν έχουν ακόμα 
χαρακτηριστεί ανάλογα με την δράση τους. Οι μοναδικές εστεράσες της οικογένειας 
οι οποίες έχουν χαρακτηριστεί είναι η εστεράση του οξικού οξεός της ξυλάνης BnaII 
του μικροοργανισμού Neocallimastix patriciarum [Dalrymple et al., 1997] και μια 
ενδογλυκανάση προερχόμενη από τον μικροοργανισμό C. thermocellum. Τα είδη των 
μικροοργανισμών από τα οποία απομονώθηκαν εστεράσες της οικογένειας 2 είναι 
βακτήρια και ευκαρυωτικοί μικροοργανισμοί.  
Το γονίδιο που εκφράζει την εστεράση BnaII έχει αναγνωριστεί από το γονιδίωμα 
του μικροοργανισμού N.patriciarum και έχει εισαχθεί σε μετασχηματισμένα κύτταρα 
E.coli για την παραγωγή της εστεράσης. Η εστεράση ΒnaII έχει χαρακτηριστεί με 
χρήση β-ναφθυλεστέρων ως υπόστρωμα αλλά οι πληροφορίες για τα δομικά 
χαρακτηριστικά της είναι ελάχιστα. Η αλληλουχία της εστεράσης BnaII μεταξύ των 
αμινοξέων 156 και 392 ομοιάζει σε ποσοστό 40 % με μια μη χαρακτηρισμένη 
περιοχή της ενδογλυκανάσης του μικροοργανισμού C. thermocellum η οποία 
βρίσκεται επίσης στην οικογένεια 2. 
 
2.5.3 Εφαρμογές εστερασών οξικού οξέος  
Οι εστεράσες του οξικού οξέος μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την τροποποίηση 
των φυσικών και ρεολογικών ιδιοτήτων των υδατανθράκων. Έτσι, για παράδειγμα, με 
ακυλίωση των υδατανθράκων με χρήση εστερασών του οξικού οξέος επιτυγχάνεται η 
μείωση της διαλυτότητας τους σε νερό λόγω της αύξησης της υδροφοβικότητας του 
μορίου τους, καθώς επίσης και η αλλαγή της ικανότητας τους για σχηματισμό 
πήγματος όπως στην περίπτωση των πηκτινών. Επίσης χρησιμοποιούνται για το 
σχεδιασμό μορίων, τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν για διάφορες εφαρμογές, 





2.6 Ενζυμικές αντιδράσεις εστεροποίησης / μετεστεροποίησης σε 
μη συμβατικά συστήματα  
Έχει παρατηρηθεί ότι τα ένζυμα τα οποία χρησιμοποιούνται για την διάσπαση των 
εστερικών δεσμών σε διάφορα υποστρώματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την 
πραγματοποίηση της αντίστροφης δράσης δηλαδή την επίτευξη αντιδράσεων 
εστεροποίησης ή μετεστεροποίησης. [Biely et al.,2003]. Το γεγονός αυτό 
παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον και αποτελεί αντικείμενο έρευνας τις τελευταίες 
δεκαετίες [Ballesteros et al.,1995]. Κατά την εκπόνηση της διπλωματικής εργασίας 
έγινε χρήση της αντίστροφης δράσης της εστεράσης, δηλαδή εκείνης της σύνθεσης. Η 
αλλαγή του τρόπου δράσης του ενζύμου επιτυγχάνεται με την τροποποίηση των 
συνθηκών αντίδρασης και ειδικότερα με την χρήση μη συμβατικών συστημάτων 
δηλαδή συστημάτων στα οποία το ποσοστό του νερού είναι περιορισμένο. Τα μη 
συμβατικά συστήματα που μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε αυτή την περίπτωση 
μπορεί να είναι οργανικοί διαλύτες ή και υπερκρίσιμα ρευστά. Στην περίπτωση των 
υδρολυτικών ενζύμων χρησιμοποιούνται κυρίως οργανικοί διαλύτες. Λαμβάνοντας 
υπόψη ότι οι αντιδράσεις των ενζύμων αυτών είναι αμφίδρομες, με την προσθήκη 
οργανικών διαλυτών στα αντιδρόντασυστήματα γίνεται εφικτή η πραγματοποίηση 
συνθετικών αντιδράσεων από υδρολυτικά ένζυμα καθώς η θερμοδυναμική ισορροπία 
της αντίδρασης μετατοπίζεται προς την παραγωγή των εστεροποιημένων / 
μετεστεροποιημένων ενώσεων [Straathof et al., 2003].  
Η χρήση οργανικών διαλυμάτων για την πραγματοποίηση αντιδράσεων πλεονεκτεί 
έναντι των υδατικών συστημάτων καθώς: επιτυγχάνεται μεγαλύτερη καταλυτική 
δραστικότητα και θερμική σταθερότητα του ενζύμου, διευκολύνεται η διαλυτοποίηση 
των αντιδρώντων τα οποία δεν είναι διαλυτά στο νερό, ενώ λόγω της μη 
διαλυτότητας του ενζύμου στο οργανικό μέσο, το ένζυμο μπορεί να ανακτηθεί και να 
επαναχρησιμοποιηθεί μειώνοντας με αυτό τον τρόπο το κόστος της αντίδρασης  
Με την χρήση πολικών οργανικών διαλυμάτων, τα οποία είναι πλήρως διαλυτά στο 
νερό, επιτυγχάνεται ομογενοποίηση του συστήματος όποτε δεν υπάρχουν περιορισμοί 
όσον αφορά φαινόμενα μεταφοράς μάζας. Σε αυτή όμως την περίπτωση, εάν 
απαιτείται μεγάλη συγκέντρωση οργανικού διαλύτη στο σύστημα, παρατηρείται 
μείωση της λειτουργικής σταθερότητας του ενζύμου. Η ποσότητα του διαλύτη, η 
οποία μπορεί να προστεθεί χωρίς να υπάρχουν αρνητικές επιπτώσεις στην 
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δραστικότητα του ενζύμου, εξαρτάται από το είδος του ενζύμου και του οργανικού 
διαλύτη [Castro et al., 2003].  
Όταν ο χρησιμοποιούμενος οργανικός διαλύτης δεν είναι πλήρως διαλυτός στο νερό 
σχηματίζεται ένα σύστημα με δύο φάσεις, την οργανική και την υδατική φάση. Για να 
επιτευχθεί η βιομετατροπή απαιτείται η μεταφορά των αντιδρώντων στην υδατική 
φάση στην οποία είναι διαλυμένο το ένζυμο. Μετά την πραγματοποίηση της 
αντίδρασης τα υδρόφοβα προϊόντα μεταφέρονται στην οργανική φάση. Λόγω της 
αντίστασης στην μεταφορά των ενώσεων μεταξύ των δύο φάσεων εξαιτίας των 
φαινομένων μεταφοράς μάζας, ο ρυθμός της αντίδρασης επηρεάζεται δυσμενώς. Έτσι 
η επιφάνεια επαφής μεταξύ των δύο φάσεων θα πρέπει να είναι αρκετά μεγάλη ώστε 
να επιτευχθεί ο βέλτιστος ρυθμός. Έχει παρατηρηθεί ότι η παρουσία του νερού στις 
αντιδράσεις ενζυμικής εστεροποίησης / μετεστεροποίησης σε οργανικούς διαλύτες, 
ακόμα και σε σχετικά μικρές ποσότητες, είναι απαραίτητη για την επίτευξη της 
αντίδρασης. Ακόμα και στην περίπτωση όπου η ποσότητα του νερού είναι κάτω από 
την μονοστρωματική επικάλυψη του ενζύμου με μόρια του νερού, σε συνθήκες 
δηλαδή όπου είναι φαινομενικά καταστροφικές για την δομή και την ενεργότητα του 
ενζύμου, η καταλυτική δράση του ενζύμου εξακολουθεί να υπάρχει. Επιπρόσθετα, η 
ενζυμική ενεργότητα εξαρτάται σε μεγαλύτερο βαθμό από την ποσότητα νερού που 
είναι δεσμευμένη με το μόριο του ενζύμου και λιγότερο στην συνολική ποσότητα του 
νερού. Μια επίσης σημαντική παρατήρηση που αφορά στις συνθήκες αντίδρασης με 
μικρή ποσότητα νερού είναι ότι τα ένζυμα λειτουργούν καλύτερα σε μη πολικά 
συστήματα λόγω της μικρότερης ικανότητας που έχουν να απομακρύνουν ή να 
διαλυτοποιήσουν τα ισχυρά δεσμευμένα μόρια νερού στο μόριο του ενζύμου 
[Gomez-Puyou et al., 1998]. 
3 Εφαρμογές ακυλιωμένων σακχάρων  
3.1 Γενικά  
Οι εστέρες λιπαρών οξέων από σάκχαρα έχουν ευρύ πλήθος εφαρμογών στην 
βιομηχανία τροφίμων [Nakamura et al.,1997]. Άλλοι τομείς εφαρμογής 
περιλαμβάνουν καλλυντικά, απορρυπαντικά, προϊόντα στοματικής φροντίδας και 
ιατρικές προμήθειες.  Επιπλέον οι ιδιότητες τους ως αντιβιοτικά [Marshall et al., 
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1994], αντικαρκινικά [Okabe et al., 1999] και παρασιτοκτόνα τα καθιστά θελκτικά 
στις νέες αγορές.  
 
3.2 Τρόφιμα  
Οι ακυλιωμένοι πολυσακχαρίτες λειτουργούν ως πολυμερικές επιφανειοδραστικές 
ουσίες διατηρώντας  ταυτόχρονα το μεγαλύτερο μέρος των αρχικών τους ιδιοτήτων 
όπως της γαλακτωματοποίησης ,ζελατινοποίησης όπως επίσης και τις ιδιότητες 
σχηματισμού φιλμ [ Lambertus et al.,2012] 
Σύμφωνα με τους [Colussi et al. 2014], η ακετυλίωση σε άμυλο ρυζιού, μειώνει την 
κρυσταλλικότητα, το ιξώδες, τη διόγκωση, τη διαλυτότητα και αυξάνει τη θερμική 
σταθερότητα.  
Χάρη σ αυτές τις μοναδικές ιδιότητες οι ακυλιωμένοι πολυσακχαρίτες μπορούν να 
βρούν πολλές εφαρμογές όπως στη βιομηχανία τροφίμων λόγω της επιρροής τους 
στην υφή και τη γεύση των τροφίμων και της απελευθέρωσης των βιοενεργών 
χαρακτηριστικών τους [Chang & Shaw, 2009].  
Η ακυλιωμένη β-γλυκάνη μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μέσο πύκνωσης στην 
βιομηχανία τροφίμων δεδομένου ότι τείνει να σχηματίζει ιξώδη διαλύματα και τζέλ 
υψηλού ιξώδους σε χαμηλές συγκεντρώσεις.  [Wood et al., 2004].  
Ίνες β-γλυκάνης προστίθενται στα τρόφιμα ως σταθεροποιητές και παχυντές λόγω 
της ικανότητας τους να ζελατινοποιούνται σε χαμηλές συγκεντρώσεις αλλά και λόγω 
της βιοσυμβατότητάς τους. [Nelisa Lamas de Souza et al.,2015 ] 
Συμφωνα με τον Οργανισμό ελέγχου τροφίμων και φαρμάκων των Η.Π.Α. (FDA – 
Food, Labeling, College Park, and coronary heart disease (2006) ο επιτρεπόμενος 
βαθμός υποκατάστασης στα τρόφιμα κυμαίνεται μεταξύ 0.01 και 0.2. 
Η ακυλιωμένη τζελάνη, είναι ένα βιοπολυμερές με πληθώρα εφαρμογών στον τομέα 
των τροφίμων. Χρησιμοποιείται στην παρασκευή μαρμελάδων και ζελέ 
ζαχαροπλαστικής όπως επίσης και στα γαλακτοκομικά προϊόντα. Βελτιστοποιεί την 
γλυκύτητα  και την υφή.  [Evageliou et al.,]  
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Οι εστέρες των λιπαρών οξέων της σακχαρόζης χρησιμοποιούνται ευρέως στην 
βιομηχανία των τροφίμων καθώς μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως: 
γαλακτωματοποιητές, διαλυτοποιητές, αναστολείς της ανάπτυξης κρυστάλλων στα 
λίπη, αποικοδομητές του αμύλου. Έτσι με αυτά τα χαρακτηριστικά είναι αρκετά 




Οι λιπαροί εστέρες πολυσακχαριτών μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την αύξηση 
της διαλυτότητας αδιάλυτων ή ανεπαρκώς διαλυτών φαρμάκων αντικαθιστώντας 
πολυμερή όπως πολύ-βινυλαιθέρες η πολύ-μεθακρυλικά οξέα. [Lambertus et 
al.,2012] 
Η ακετυλιωμέννη γλυκομαννάνη έχει ευρεία χρήση στην ιατρική. Το άλευρο που 
προκύπτει από την κονιορτοποίηση του βολβού του φυτού Amorphophallus konjac 
περιέχει ένα είδος γλυκομαννάνης με μεγάλο μοριακό βάρος το οποίο έχει αποδειχθεί 
ότι μειώνει το επίπεδο της χοληστερόλης μέσω της αλληλεπίδρασης του 
πολυσακχαρίτη και της χοληστερόλης, αποτρέποντας έτσι την υπερχοληστερολαιμία. 
Βάσει αυτού του χαρακτηριστικού η γλυκομαννάνη αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί 
ως ενεργή ουσία για την παρασκευή ενός φαρμάκου για την μείωση του επιπέδου 
χοληστερόλης στο αίμα και την αποτροπή της στεφανιαίας νόσου. Βασικά 
πλεονεκτήματα της χρήσης αυτού του πολυσακχαρίτη είναι η βιοαποικοδόμηση του, 
η βιοσυμβατότητα του και η δυνατότητα χορήγησης του από το στόμα. Ένα μεγάλο 
μειονέκτημα είναι ότι παρουσιάζει υψηλή απορρόφηση νερού. Η ακετυλίωση των 
υδροξυλίων της γλυκομαννάνης είναι η πιο φιλική βιολογικά μέθοδος για την 
επίτευξη της μείωσης του ποσοστού απορρόφησης του νερού. Οι εστεράσες του 
οξικού οξέος είναι κατάλληλες για την πραγματοποίηση των αντιδράσεων 
ακετυλίωσης της γλυκομαννάνης, καθώς με αυτό τον τρόπο αποφεύγεται η χρήση 
ουσιών που μπορεί να είναι τοξικές και ακατάλληλες για την παραγωγή φαρμάκων 
[Koroskenyi et al., 2001].  
Ταυτόχρονα, παρουσιάζει αντιφλεγμονώδη δράση και βοηθά στην αντιμετώπιση του 
έλκους. Αυτού του είδους οι πολυσακχαρίτες καταναλώνονται σε μεγάλο βαθμό ως 
συμπληρώματα διατροφής. Οι βιολογικές τους ιδιότητες τους καθιστούν ιδανικούς 
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σαν βιοενεργά πολυμερή και τα οφέλη που παρουσιάζουν για την υγεία είναι πολύ 
σημαντικά. Χρησιμοποιούνται για τη μείωση της χοληστερόλης, την ομαλοποίηση 
των επιπέδων των τριγλυκεριδίων και την βελτίωση των επιπέδων σακχάρου στο 
αίμα, προάγοντας την εντερική δραστηριότητα και την ανοσοποιητική λειτουργία.  
[Parente et al.,2014] 
Η ακετυλιωμέννη μαννάνη, έχει αποδειχθεί ότι λειτουργεί ως παράγοντας ενίσχυσης 
του ανοσοποιητικού συστήματος και παρουσιάζει in vitro αντιικές ιδιότητες. 
Υπάρχουν πολλές ενώσεις που έχουν παρόμοιες βοηθητικές ιδιότητες και 
χρησιμοποιούνται για έρευνες και εφαρμογές στην κτηνιατρική. Οι περισσότερες από 
αυτές είναι τοξικές, δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν για εφαρμογή σε ανθρώπους, 
ενώ ορισμένες από αυτές παρουσιάζουν αναποτελεσματικότητα σε διάφορα αντίγονα 
λόγω της μειωμένης εκλεκτικότητας που παρουσιάζουν. Η παραγωγή ενώσεων με 
μεγάλη εξειδίκευση σε συγκεκριμένα κύτταρα και οι οποίες είναι 
βιοαποικοδομήσιμες, με σχετικά μικρό χρόνο ζωής αποτελεί σημαντικό αντικείμενο 
έρευνας. Η ακετυλομαννάνη φαίνεται να καλύπτει αυτές τις προδιαγραφές και δεν 
έχει τα μειονεκτήματα των ήδη γνωστών ενώσεων. Έτσι η κατασκευή της 
συγκεκριμένης ένωσης αποτελεί ένα πιθανό πεδίο εφαρμογής των εστερασών του 
οξικού οξέος [Chinnah et al., 1992].  
 
3.4 Αγροτικές καλλιέργειες  
Οι εστέρες πολυσακχαριτών μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ελεγχόμενη 
απελευθέρωση χημικών στις αγροτικές καλλιέργειες καθώς, λόγω του λιπόφιλου 
χαρακτήρα τους, ενισχύουν την προσκόλληση του χημικού σκευάσματος στην 
υδρόφοβη επιφάνεια των φύλλων των φυτών οπότε συγκρατούνται στις επιφάνεια 
των φύλλων και δεν ξεπλένονται με το νερό. [Lambertus et al.,2012] 
3.5 Αντιοξειδωτική δράση 
Ακετυλιωμένοι ολιγοσακχαρίτες της καραγεννάνης παρουσιάζουν αντιοξειδωτική 
δράση. Η καραγεννάνη είναι θειικός πολυσακχαρίτης ο οποίος υπάρχει στο κυτταρικό 
τοίχωμα μίας κατηγορίας θαλάσσιων φυκών. Αποτελείται από μια πολυμερική 
αλυσίδα που σχηματίζεται από μονομερή D-γαλακτόζης η οποία είναι 
υποκατεστημένη με μόρια θειικού οξέος σε διάφορες θέσεις. Οι πολυσακχαρίτες του 
τύπου αυτού έχουν διάφορες βιολογικές εφαρμογές. Οι ακετυλιωμένοι 
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ολιγοσακχαρίτες της καραγεννάνης έχουν αντιοξειδωτική δράση καθώς 
απενεργοποιούν τις ελεύθερες ρίζες των υπεροξειδίων.  
Επίσης, οι ακετυλιωμένοι ολιγοσακχαρίτες με μικρότερο βαθμό υποκατάστασης 
επιδρούν στις ελεύθερες ρίζες υδροξυλίου και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για 
βιολογική δράση [Yuan et al., 2006].  
 
3.6 Άλλες εφαρμογές 
Η ακετυλιωμένη κυτταρίνη είναι σχετικά ευμετάβλητη και χρησιμοποιείται για την 
παραγωγή φωτογραφικού φιλμ και φύλλων που χρησιμοποιούνται για μόνωση από 
τον ηλεκτρισμό. Οι  λιγότερο υποκατεστημένες ενώσεις ακετυλιωμένης κυτταρίνης 
χρησιμοποιούνται για την παραγωγή φύλλων συσκευασίας και βερνικιού.  
Επίσης, μία σημαντική εφαρμογή των ενώσεων της ακετυλιωμένης κυτταρίνης είναι 
η χρήση τους ως υποστρώματα για τη μελέτη της ενζυμικής δράσης και τον 
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4 Υλικά και μέθοδοι 
 
4.1 Υλικά  
 
4.1.1 Χημικά Αντιδραστήρια-Αναλώσιμα Υλικά  
Τα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διπλωματική 
εργασία προμηθεύτηκαν από τις εταιρείες Sigma – Aldrich (Η.Π.Α.), Panreac 
(Ισπανία), Applichem (Γερμανία), LAB-SCAN (Ιρλανδία) και Fisher Scientific 
(Η.Π.Α), και η καθαρότητά τους ήταν αναλυτικού βαθμού.  
Τα πλαστικά και γυάλινα εργαστηριακά είδη που χρησιμοποιήθηκαν ήταν των 
εταιρειών Greiner-Bio One (Γερμανία), Eppendorf (Γερμανία), Whatman (Ηνωμένο 
Βασίλειο), Millipore (Η.Π.Α.), Sterilin Limited (Ηνωμένο Βασίλειο), SIMAX 
(Τσεχία), SCHOTT AG (Γερμανία), ΒΟΜΕΧ (Κίνα) και ISO LAB (Γερμανία). 
 
4.1.2 Υλικά Χρωματογραφίας 
Η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (Thin Layer Chromatography, TLC)  
πραγματοποιήθηκε με φύλλα  TLC Silica gel 60 F254 Merck (Γερμανία ) .   
Στη μέθοδο της υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC, High Performance 
Liquid Chromatography) χρησιμοποιήθηκε στήλη αντίστροφης φάσης C18, 5μm 
Nucleosil (250 mm х 4.6 mm, Supelco Analytical,ΗΠΑ) και στήλη κανονικής φάσης  
Nucleosil 100-5 NH2 (250 mm х 4.6 mm, Macherey – Nagel, Γερμανία).  
Στη μέθοδο φασματογραφίας μάζας (Μass spectrometry,MS) χρησιμοποιήθηκε στήλη 
Varian: FactorFour Capillary Column, VF-5ms, 30 Mx0.25MM, ID   DF = 0.25 
 
4.1.3 Εμπορικά Ένζυμα 
Το εμπορικό ένζυμο το  οποίο χρησιμοποιήθηκε στο πλαίσιο της συγκεκριμένης 




4.1.4 Σάκχαρα  
Kατά τη διεξαγωγή των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν:  
 
4.1.4.1 οι μονοσακχαρίτες:  
D-γλυκόζη, D-γαλακτόζη, D-μαννόζη, οι συντακτικοί τύποι των οποίων 
παρουσιάζονται στον πίνακα 1 : 
 
 























4.1.4.2 οι δισακχαρίτες: 
D-κελλοβιόζη και 2α-μαννοβιόζη, των οποίων οι συντακτικοί τύποι παρουσιάζονται 



















4.1.4.3 οι πολυσακχαρίτες:  
κυτταρίνη CMC, γαλακτομαννάνη, μαννάνη, β-γλυκάνη και  λιχενάνη, των οποίων οι 
συντακτικοί τύποι παρουσιάζονται στον πίνακα 3: 
 
Πίνακας 3: Πολυσακχαρίτες που χρησιμοποιήθηκαν 





































Ως ουσίες δότες της ακυλο- ομάδας κατά τις αντιδράσεις συνθετικής δράσης των 
εστερασών του οξικού οξέος  ομάδας χρησιμοποιήθηκαν: ο  βινυλεστέρας του οξικού 
οξέος (vinyl acetate), ο βινυλεστέρας του προπιονικού οξέος (vinyl propionate), ο 
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βινυλεστέρας του βουτυρικού οξέος (vinyl boutyrate), ο βινυλεστέρας του  
δεκανοϊκού οξέος (vinyl decanoate), ο βινυλεστέρας του κινναμικού (vinyl 
cinnamate)  και ο  βινυλεστέρας του λαυρικού οξέος (vinyl laurate).  
Όλοι οι παραπάνω βινυλεστέρες, που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διπλωματική 
εργασία, ήταν σε υγρή μορφή των εταιρειών Sigma – Aldrich, Fluka Chemica 
(Η.Π.Α.), Alter Chem( Ελλάδα). Οι συντακτικοί τους τύποι φαίνονται στον πίνακα 4: 
Πίνακας 4: Βινυλεστέρες που χρησιμοποιήθηκαν 
Βινυλεστέρας Δομή 
Οξικού οξέος  
 
 
Προπιονικού οξέος  
 
 








Λαυρικού οξέος  
 




4.2 Συσκευές και Όργανα  
Οι  συσκευές και τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία: 
 
 Θερμαινόμενος επωαστήρας με ανάδευση Eppendorf Thermomixer Comfort, 
Eppendorf (Γερμανία)  
 Θερμοστατούμενα υδατόλουτρα 
 Συσκευή ανάδευσης Orbit LS, Labnet (Μ. Βρετανία)  
 Συσκευή μέτρησης pH WTW 537, WTW (Γερμανία) 
 Σύστημα παραγωγής υπερκαθαρού νερού Direct-Q, Millipore (Η.Π.Α.) 
 Σύστημα χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC) Jasco (Ιαπωνία) με 
αντλία PU 987, φωτομετρικό ανιχνευτή UV 975 ,διαθλασίμετρο RI της 
Shimadzu και για την ανάλυση πολυσακχαριτών ο Photodiode Array Detector 
και λογισμικό διαχείρισης και καταγραφής Clarity Version 2.3.3.124, 
DataApex (Τσεχία)  
 Φυγόκεντρος Beckman Coulter (Η.Π.Α.)  
 Μικροφυγόκεντρος  Eppendorf 3200 (Γερμανία)  





4.3.1 Παρασκευή διαλυμάτων και αντιδραστηρίων 
4.3.1.1 Ρυθμιστικό διάλυμα MOPS 
Για την παρασκευή 1 L  συγκέντρωσης 100 mM ρυθμιστικού διαλύματος MOPS, 
ζυγίστηκε  ποσότητα 20.92 g άλατος MOPS (C7H14NNaO4S), η οποία διαλύθηκε σε 
1L απιονισμένο νερό. Επειδή το pH είναι όξινο (περίπου 2.8), προστέθηκαν λίγες 
σταγόνες πυκνού υδροξειδίου του νατρίου (ΝaOH) ώστε το pH να ρυθμιστεί σε τιμή 
pH = 6. Στο διάλυμα προστέθηκαν  200mg αζίδιο του νατρίου (NaN3), που παίζει το 
ρόλο συντηρητικού, ώστε τελικά το διάλυμα να έχει τελική συγκέντρωση 0.02 % w/v 
σε αζίδιο του νατρίου (NaN3).  
4.3.1.2 Βαφή για  TLC 
Το διάλυμα βαφής που χρησιμοποιήθηκε για τα TLC ήταν 6.5 mM άλατος Ν-1-
ναφθυλαιθυλενοδιχλωροδιαμίνης και 3% v/v  θεικό οξύ (H2SO4)  σε οξικό οξύ 
(C2H4O2). Για την παρασκευή 200 mL του διαλύματος αυτού ζυγίστηκαν 0.378 g 
άλατος Ν-1-ναφθυλαιθυλενοδιχλωροδιαμίνης και διαλύθηκαν σε 194 mL C2H4O2. 
Στη συνέχεια, προστέθηκαν 6 mL  πυκνού H2SO4  και το διάλυμα αναδεύτηκε για 5 
λεπτά στους 200 °C. [Bunias et al.,1980] 
 
4.3.2 Παρασκευή υποστρωμάτων 
Κάποια από τα υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν  απαιτούσαν ειδική  
προκατεργασία, η οποία περιγράφεται ακολούθως. 
4.3.2.1 Υπόστρωμα β-μαννάνης ( b-mannan)  
To υπόστρωμα σε συγκέντρωση 20 mg/mL υπέστη ανάμιξη  σε 5% w/v NaOH . Στη 
συνέχεια διαλύθηκε  σε  ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικών φωσφορικών (citrate 
phosphate buffer  pH = 7) σε τελική συγκέντρωση 10 mg/mL. 
4.3.2.2 Υπόστρωμα CMC(Low viscocity) και λιχενάνης 
Ένα γραμμάριο υποστρώματος υπέστη ανάμιξη με 90 mL ρυθμιστικού διαλύματος 
MOPS pH = 7 στους 90 ºC. Η προσθήκη του υποστρώματος  έγινε με πολύ αργό, 
προς αποφυγή δημιουργίας δυσδιάλυτων συσσωματωμάτων και η ανάδευση 
συνεχίστηκε για 30 λεπτά. Το διάλυμα ψήχθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και 
51 
 
προστέθηκαν 5 mL  ρυθμιστικού διαλύματος οξικού νατρίου ( 2 Μ, pΗ = 5.0 ) . Ο 
όγκος ρυθμίστηκε στα 100 mL και το διάλυμα αποθηκεύτηκε στους 4 ° C.  
4.3.2.3 Υπόστρωμα β –γλουκάνης κριθαριού (barley β –glucan) 
1 g υποστρώματος  διαβρέχτηκε με 5 mL 95% αιθανόλης ( EtOH ) και προστέθηκαν 
90 mL ρυθμιστικού διαλύματος MOPS pH = 7. Το μίγμα θερμάνθηκε  μέχρι 
βρασμού, και κατόπιν αναδεύτηκε για 10 λεπτά χωρίς επιπρόσθετη θέρμανση, ώστε 
διαλυθεί όλο το υπόστρωμα. Τέλος, ρυθμίστηκε ο όγκος του διαλύματος  που 
προέκυψε.  
4.3.2.4 Υπόστρωμα γαλακτομαννάνης (galactomannan) 
Το υπόστρωμα διαβρέχθηκε με EtOH 95 % σε συγκέντρωση 1 % w/v και σε αυτό 
προστέθηκε ποσότητα 90mL ρυθμιστικού διαλύματος  MOPS pH = 7. Το διάλυμα 
αναδεύτηκε για δέκα λεπτά  χωρίς πρόσθετη θέρμανση και αποθηκεύτηκε για μία 
ημέρα στους 4 0C. Την επομένη, τοποθετήθηκε σε θερμαινόμενη πλάκα υπό 
ανάδευση για 20 λεπτά και στην συνέχεια προσαρμόστηκε ο όγκος στα 100 mL. 
 
4.4 Σύνθεση ακυλιωμένων σακχάρων με χρήση εστερασών οξικού 
οξέος  
4.4.1 Σύνθεση ακυλιωμένων μονοσακχαριτών  
Κατά τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας έγινε προσπάθεια ενζυμικής 
ακυλίωσης των εξοζών: D-γλυκόζης, D-μαννόζης, D-γαλακτόζης  
Τα διαλύματα σακχάρων είχαν συγκέντρωση στον τελικό όγκο της αντίδρασης 400 
mM και παρασκευάστηκαν με ρυθμιστικό διάλυμα MOPS pH = 6. 
 
Ως δότες της ακυλ-ομάδας χρησιμοποιήθηκαν οι βινυλεστέρες: οξικού οξέος, 
προπιονικού οξέος, βουτυρικού οξέος, δεκανοϊκού οξέος, λαυρικού οξέος και 
κινναμικού οξέος. Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε ήταν η εστεράση  του οξικού 
οξέος: CtCE2. Επειδή το ένζυμο είχε διαφορετική συγκέντρωση, χρησιμοποιήθηκε 
ποσότητα τέτοια ώστε στον τελικό όγκο της αντίδρασης η συγκέντρωσή του να είναι 
0,1 mg/mL. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 250μL. Οι αντιδράσεις που έλαβαν 




Πίνακας 5: Όγκοι αντίδρασης για ακυλίωση μονοσακχαριτών 
 πρότυπο control Αντίδραση 
  Σάκχαρο (μL) 125 125 125 
 MOPS (μL) 125 75 62,5 
Βινυλεστέρας(μL) - 50 50 
Ένζυμο (μL) 
 
-  12,5 
 
Οι παραπάνω αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν  για έξι  διαφορετικούς βινυλεστέρες 
(οξικού οξέος, προπιονικού οξέος, βουτυρικού οξέος, δεκανοϊκού οξέος ,κινναμικού 
και λαυρικού οξέος) και τρείς  διαφορετικούς  μονοσακχαρίτες  (D-γλυκόζης, D-
μαννόζης, D-γαλακτόζης). Επίσης, πραγματοποιήθηκε για καθένα εστέρα και σάκχαρο 
μια αντίδραση  απουσία ενζύμου, που έπαιζε το ρόλο της αντίδρασης control . 
Οι αντιδράσεις έγιναν σε ειδικούς σωλήνες τύπου eppendorf του 1,5 mL και 
τοποθετήθηκαν σε ειδικό αναδευόμενο επωαστήρα (thermomixer της eppendorf) στις 
900 rpm και στους 30 °C για 24 h.  Δείγματα των 100 μL ελήφθησαν τις χρονικές 
στιγμές t = 0 h, 1 h, 2 h, 4 h,24 h για να διαπιστωθεί πότε επιτυγχάνεται η επιθυμητή 
αντίδραση(time study). Τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στην κατάψυξη, όπου τα ένζυμα 
είναι ανενεργά . 
 
4.4.2 Σύνθεση ακυλιωμένων  δισακχαριτών  
Κατά τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας έγινε προσπάθεια ενζυμικής 
ακυλίωσης των δισακχαριτών: D-κελλοβιόζη και 2α-μαννοβιόζη . 
Τα διαλύματα σακχάρων είχαν συγκέντρωση στον τελικό όγκο της αντίδρασης 400 
mM και παρασκευάστηκαν με ρυθμιστικό διάλυμα MOPS pH = 6 . 
Ως δότες της ακυλ-ομάδας για την κελλοβιόζη χρησιμοποιήθηκαν οι βινυλεστέρες: 
οξικού οξέος, προπιονικού οξέος, βουτυρικού οξέος, δεκανοϊκού οξέος ,λαυρικού 
οξέος και κινναμικού oξέος . 
Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε ήταν η εστεράση  του οξικού οξέος: CtCE2 .  
Επειδή το ένζυμο είχε διαφορετική συγκέντρωση, χρησιμοποιήθηκε ποσότητα τέτοια 
ώστε στον τελικό όγκο της αντίδρασης η συγκέντρωσή του να είναι 0,1 mg/mL.  
53 
 
Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 250 μL. Οι αντιδράσεις που έλαβαν χώρα 
φαίνονται στον πίνακα 6:  
 
Πίνακας 6: Όγκοι αντίδρασης ακυλίωσης δισακχαριτών 
 πρότυπο control αντίδραση 
  Σάκχαρο (μL) 125 125 125 
 MOPS (μL) 125 75 62,5 
Βινυλεστέρας(μL) - 50 50 
Ένζυμο (μL) 
 
-  12,5 
 
Οι παραπάνω αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν  για έξι  διαφορετικούς βινυλεστέρες 
(οξικού οξέος, προπιονικού οξέος, βουτυρικού οξέος, δεκανοϊκού οξέος ,κινναμικού 
και λαυρικού οξέος) και δύο  διαφορετικούς  δισακχαρίτες  (κελλοβιόζη και 
μαννοβιόζη). Επίσης, πραγματοποίηθηκε για καθένα εστέρα και σάκχαρο μια 
αντίδραση  απουσία ενζύμου, που έπαιζε το ρόλο της αντίδρασης control .  
Αξίζει να σημειωθεί πως για το σάκχαρο μαννοβιόζη λόγω της πολύ ακριβής τιμής του 
και της ελάχιστης ποσότητας που διαθέταμε δεν ακολουθήθηκε η  ίδια διαδικασία 
ακυλίωσης. Συγκεκριμένα, εδώ ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 100μL με τελική 
συγκέντρωση σακχάρου 29 mM, ενώ ως δότης της ακυλομάδας χρησιμοποιήθηκε μόνο 
ο βινυλεστέρας του οξικού οξέος. 
 
Οι αντιδράσεις έγιναν σε ειδικούς σωλήνες τύπου eppendorf του 1,5 mL και 
τοποθετήθηκαν σε ειδικό αναδευόμενο επωαστήρα (thermomixer της eppendorf) στις 
900 rpm και στους 30 °C για 24 h.  Δείγματα των 100 μL ελήφθησαν τις χρονικές 
στιγμές t = 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 24 h για να διαπιστωθεί πότε επιτυγχάνεται η επιθυμητή 
αντίδραση(time study). Τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στην κατάψυξη, όπου τα ένζυμα 
είναι ανενεργά.  
Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (TLC) ποιες από 
τις παραπάνω αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν δίνοντας ακυλιωμένους 
μονοσακχαρίτες και δισακχαρίτες .  Ο διαλύτης έκλουσης που χρησιμοποιήθηκε με 
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επιτυχία  ήταν βουτανόλη : αιθανόλη: νερό σε αναλογία 10:8:6 ενώ χρησιμοποιήθηκε 
και διαλύτης μεθανόλη: νερό σε αναλογία 7:3 χωρίς ωστόσο να δίνει τόσο καλό 
διαχωρισμό.  
Ο όγκος δείγματος κηλίδας (spot) ήταν 1 μL. Το ακυλιωμένο σάκχαρο αναμένεται να 
ανέβει ψηλότερα στην πλάκα της silica (του πυριτίου) σε σχέση με το μη 
ακυλιωμένο, καθώς σε αυτή τη μέθοδο τα συστατικά του δείγματος διαχωρίζονται 
ανάλογα με την πολικότητά τους. Καθώς ο συγκεκριμένος διαλύτης έκλουσης είναι 
υδρόφοβος, τα σάκχαρα ως λιγότερο υδρόφοβα, αναμένεται να εμφανίσουν 
μικρότερη μετατόπιση σε σχέση με τα προϊόντα που είναι ακυλιωμένα. Επιπλέον, όσο 
μεγαλύτερος είναι ο βαθμός ακυλίωσης των σακχάρων αναμένεται μεγαλύτερη 
μετατόπιση αυτών στην πλάκα της silica. 
 
4.4.3 Ποσοτικοποίηση  και απομόνωση ακυλιωμένων μονοσακχαριτών 
Για  την ποσοτικοποίηση των προϊόντων, ακολούθησε υγρή χρωματογραφία υψηλής 
απόδοσης (HPLC) . Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν δείγματα των 100μL 
από τις παραπάνω αντιδράσεις σε χρόνο αντίδρασης t = 24h. Η ποσοτικοποίηση έγινε 
μετατρέποντας το εμβαδόν των κορυφών τους σε αποδόσεις βάση του εμβαδού των 
κορυφών των πρότυπων ακυλιωμένων σακχάρων, που απομονώθηκαν. Πιο 
συγκεκριμένα, καθώς δεν ήταν δυνατή η χρήση καμπυλών αναφοράς για τα 
ακυλιωμένα σάκχαρα χρησιμοποιήθηκε ως μέθοδος μέτρησης της ακυλίωσης το  




Τα areas ακυλιωμένων/μη ακυλιωμένων σακχάρων μετρήθηκαν με τη μέθοδο της 
υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης.  
Η απομόνωση των ακυλιωμένων σακχάρων έγινε επίσης με τη μέθοδο της υγρής 
χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης. Ειδικότερα, έχοντας τρέξει ήδη τα δείγματα με 
HPLC και γνωρίζοντας τους χρόνους εμφάνισης των κορυφών των ακυλιωμένων 
προϊόντων  αντί η έξοδος της στήλης να παραμείνει ενωμένη  με τον ανιχνευτή , 
έμεινε ανοιχτή ώστε να συλλεχθεί σε eppendorf  το προιόν ακυλίωσης στον 
αντίστοιχο χρόνο που αναλογεί στο καθένα.  
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Ακολούθησε ανάλυση στο φασματογράφο μάζας (MS) για περαιτέρω ταυτοποίηση 
των ακυλιωμένων προιόντων. 
4.4.4 Σύνθεση ακυλιωμένων πολυσακχαριτών  
Κατά τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας έγινε προσπάθεια ενζυμικής 
ακυλίωσης  των πολυσακχαριτών: μαννάνη, γαλακτομαννάνη, β-γλυκάνη, , λιχενάνη, 
κυτταρίνη CMC . 
Τα διαλύματα πολυσακχαριτών,  παρασκευάστηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα MOPS με 
pH = 7. Ως δότες της ακυλομάδας χρησιμοποιήθηκαν οι βινυλεστέρες:  οξικού οξέος 
βουτυρικού οξέος  και  προπιονικού οξέος.  Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε ήταν το 
CtCE2 του C.thermocellum. O τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 1mL. Οι 
αντιδράσεις που έλαβαν χώρα φαίνονται στον πίνακα 7:  
Πίνακας 7: Όγκοι αντίδρασης ακυλίωσης πολυσακχαριτών 
 control αντίδραση 
Σάκχαρο (μL) 750 750 





Οι παραπάνω αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν για τρείς  διαφορετικούς βινυλεστέρες 
(οξικού οξέος, βουτυρικού οξέος και προπιονικού οξέος,) και πέντε  διαφορετικούς  
πολυσακχαρίτες  (μαννάνη , γαλακτομαννάνη, β-γλυκάνη, , λιχενάνη, κυτταρίνη CMC). 
Επίσης, πραγματοποιήθηκε για καθένα εστέρα και σάκχαρο μια αντίδραση  απουσία 
ενζύμου, που έπαιζε το ρόλο της αντίδρασης control. 
Οι αντιδράσεις έλαβαν χώρα σε σωλήνες τύπου eppendorf των 2 mL, που 
ασφαλίστηκαν με parafilm και αφέθηκαν σε θερμαινο-αναδευόμενο επωαστήρα 





Ο τερματισμός της αντίδρασης πραγματοποιήθηκε με βρασμό τους για 10 min, ώστε 
να απενεργοποιηθεί το ένζυμο, να εξατμιστεί μερικώς ο εστέρας και να είναι 
ευκολότερος ο διαχωρισμός του βινυλεστέρα που δεν αντέδρασε. 
Εν συνεχεία τα ακυλιωμένα και μη σάκχαρα καταβυθίστηκαν με την  προσθήκη 
όγκου αιθανόλης (4mL), ανάδευση και φυγοκέντρηση. Η διαδικασία επαναλήφθηκε 
άλλες δύο φορές με προσθήκη όγκου αιθανόλης (2mL), ανάδευση και φυγοκέντρηση. 
Έπειτα, τα δείγματα αφέθηκαν  στον φούρνο κενού στους 40 °C, μέχρι ξήρανσης για  
να μην υπάρχουν υπολείμματα αιθανόλης. Τα  προϊόντα των αντιδράσεων 
προσδιορίστηκαν  με     FT-IR στη στερεή τους μορφή. 
Ακολούθησε μεθανόλυση των προϊόντων ακυλίωσης σύμφωνα με τη μέθοδο των 
Alissandratos et al.   
4.4.5 Μεθανόλυση 
Δείγμα 5-30 mg  ακυλιωμένου πολυσακχαρίτη διαλύθηκε σε 0.25 mL δυμεθυλο-
σουλφοξείδιο (DMSO) και αναμιγνύεται σε 0.5 mL μεθανολικού νατρίου(CH3ONa) 
0,07Μ σε διάλυμα μεθανόλης (ΜeOH). Το διάλυμα θερμάνθηκε υπό ανάδευση για 
μία ώρα και αφέθηκε  να κρυώσει. Στη συνέχεια προστέθηκε 0.5 mL απιονισμένο 
νερό και 0.5 mL κανονικό εξάνιο. Με αυτή τη διαδικασία παρήχθησαν μεθυλεστέρες 
του οξικού, προπιονικού και βουτυρικού οι οποίοι βρίσκονταν στην οργανική φάση 
του διαλύματος.  Οι μεθυλεστέρες  ήταν πιο εύκολο να αναλυθούν και να 
ταυτοποιηθούν από τα αντίστοιχα προϊόντα ακυλίωσης πολυσακχαριτών. 
[Alissandratos et al.,2010]  
 
4.5 Μέθοδοι ανάλυσης 
4.5.1 Χρωματογραφικές μέθοδοι ανάλυσης 
Ο γενικός όρος χρωματογραφία αναφέρεται σε ένα πλήθος μεθόδων ανάλυσης και 
τεχνικών διαχωρισμού, που βασίζονται στη διαφορετική κατανομή ενός μίγματος 
μεταξύ μιας κινητής φάσης, που μπορεί να είναι υγρή ή αέρια και μιας στατικής, που 
μπορεί να είναι στερεή ή υγρή.  
 
Μετά την προσθήκη του μίγματος στη στατική φάση (stationary phase), η κινητή 
φάση (mobile phase) ρέει συνεχώς διαμέσου της στατικής φάσης από το σημείο 
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προσθήκης του μίγματος. Το μίγμα κατανέμεται μεταξύ της στατικής και της κινητής 
φάσης και μετακινείται με ρυθμό, εξαρτώμενο  από τη σχετική «έλξη» του κάθε 
συστατικού για τις δύο φάσεις. Το συστατικό που «έλκεται» περισσότερο από την 
κινητή φάση, κινείται ταχύτερα με τη βοήθεια της κινητής φάσης από κάποιο άλλο 
συστατικό, που έλκεται περισσότερο από τη στατική φάση. Ο χρόνος που χρειάζεται 
ένα συστατικό να διανύσει συγκεκριμένη απόσταση ή η απόσταση που διανύει σε 
καθορισμένο χρονικό διάστημα είναι η βάση του ποιοτικού προσδιορισμού στη 
χρωματογραφία [Παππά, 2004]. 
 
4.5.1.1 Χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (TLC)   
4.5.1.1.1 Εισαγωγή 
Η χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (Thin Layer Chromatography) TLC είναι τεχνική 
υγρής χρωματογραφίας και καθιερώθηκε ως μια από τις σπουδαιότερες 
χρωματογραφικές τεχνικές.  
Η πλάκα της χρωματογραφίας στην TLC, είναι είτε γυάλινη ή φύλλο από αργίλιο ή 
πλαστικό επιστρωμένο με ξηρό και λεπτότατα διαμερισμένο προσροφητικό  υλικό, 
όπως π.χ. ενεργοποιημένο διοξείδιο του πυριτίου (silica gel), οξείδιο του αργιλίου 
(alumina), μικροκρυσταλλική κυτταρίνη (cellulose powder), γη διατόμων (kieselguh), 
πολυαμιδίου, κ.τ.λ.  Το γυαλί είναι το δημοφιλέστερο από τα τρία αλλά με το 
αλουμίνιο και το πλαστικό να προσφέρουν το πλεονέκτημα της ελαστικότητας και 
του εύκολου κοψίματος χωρίς απώλειες και καταστροφή της επίστρωσης [Wall et al, 
2005]. 
Ως κινητές φάσεις χρησιμοποιούνται διαλύτες που ανταγωνίζονται τα συστατικά του 
μείγματος στην κατάληψη των θέσεων προσρόφησης της στατικής φάσης. Για κάθε 
υλικό προσρόφησης έχουν κατασκευαστεί κατάλογοι διαλυτών κατά σειρά 
αυξανόμενης σχετικής ισχύος έκλουσης με βάση την ισχύ του πεντανίου που ορίζεται 
μηδέν. Στην TLC προσρόφησης η ικανότητα έκλουσης των διαλυτών αυξάνεται με 
αύξηση της πολικότητάς τους. Προτιμώνται κινητές φάσεις ενός διαλύτη ή το πολύ 
δυο ή τριών, επειδή οι μεικτοί διαλύτες χρωματογραφούνται οι ίδιοι, καθώς 




4.5.1.1.2 Αρχή μεθόδου 
Ο διαχωρισμός των προς ανάλυση συστατικών του δείγματος πραγματοποιείται με 
την αλληλεπίδραση της κινητής φάσης, δηλαδή του διαλύτη έκλουσης, με τα 
συστατικά του δείγματος. Ως κινητές φάσεις χρησιμοποιούνται διαλύτες που 
ανταγωνίζονται τα συστατικά του μείγματος στην κατάληψη των θέσεων 
προσρόφησης της στατικής φάσης. 
Στην TLC προσρόφησης η ικανότητα έκλουσης των διαλυτών αυξάνεται με αύξηση 
της πολικότητάς τους. Προτιμώνται κινητές φάσεις ενός διαλύτη ή το πολύ δυο ή 
τριών, επειδή οι μεικτοί διαλύτες χρωματογραφούνται οι ίδιοι, καθώς ανέρχονται στη 
λεπτή στιβάδα με αποτέλεσμα να αλλάζει βαθμιαία η σύσταση της κινητής φάσης. 
Για  την εμφάνιση των χρωματογραφημάτων χρησιμοποιούνται και δραστικά μέσα τα 
οποία βέβαια ειδικεύονται  στην ανίχνευση ορισμένων ουσιών. Για παράδειγμα, με 
ψεκασμό της πλάκας με πυκνό θειικό οξύ ανιχνεύονται οι οργανικές ουσίες, που 
δίνουν μαύρες κηλίδες άνθρακα. Τα συνηθέστερα χρησιμοποιούμενα αντιδραστήρια 
είναι:  το διάλυμα θειικής βανιλίνης, αντιδραστήριο Dragendorff (ειδικό για 
αλκαλοειδή), διάλυμα ανισαλδεύδης ,διάλυμα θειικού οξέος και διάλυμα N-(1-
Naphthyl)ethylenediamine Dihydrochloride (Gerasimov et. al., 2002; Bounias ,1980). 
 




4.5.1.1.3 Διαδικασία  
Τεμαχίστηκαν τα φύλλα στις  επιθυμητές διαστάσεις. Χαράχθηκε με ένα μαλακό 
μολύβι η γραμμή βάσης με προσοχή χωρίς να καταστραφεί η επίστρωση των φύλλων. 
Η γραμμή βάσης σχεδιάστηκε σε απόσταση 1 cm από την κάτω πλευρά της πλάκας 
TLC και σημειώθηκαν οι θέσεις φόρτωσης των δειγμάτων οι οποίες έπρεπε να 
απέχουν περίπου 1 – 1.5 cm τόσο μεταξύ τους όσο και από τα άκρα . Προστέθηκε  σε 
ειδικό λουτρό έκλουσης  κατάλληλη ποσότητα διαλύτη έτσι ώστε με την τοποθέτηση  
της πλάκας TLC σε αυτό, η στάθμη του διαλύτη να είναι αρκετά πιο κάτω από την 
γραμμή βάσης. Το βάζο έκλεισε με καπάκι και αφέθηκε μέχρι ο χώρος μέσα σε αυτό 
να κορεστεί σε ατμούς του διαλύτη. Φορτώθηκαν  τα δείγματα στις αντίστοιχες 
θέσεις τους προσέχοντας η κηλίδα να είναι όσο το δυνατόν μικρότερη. Στην παρούσα 
διπλωματική εργασία ο όγκος φόρτωσης δείγματος ήταν 1μL. Η πλάκα τοποθετήθηκε  
στο δοχείο ώστε ο διαλύτης έκλουσης να ανέρθει  λόγω τριχοειδών δυνάμεων και να  
συμπαρασύρει τα συστατικά που εμπεριέχονται στο δείγμα. Κατά την διάρκεια της 
μετατόπισης του διαλύτη προς το άνω μέρος της πλάκας τα συστατικά του δείγματος 
διαχωρίστηκαν  μεταξύ τους ανάλογα με την συνάφεια που παρουσίαζαν  με το 
διαλύτη. Τα συστατικά που έχουν μικρότερη συνάφεια ως προς το διαλύτη έκλουσης 
διανύουν μικρότερη απόσταση πάνω στην πλάκα, από τα συστατικά που 
αλληλεπιδρούν περισσότερο με τον διαλύτη. Όταν ο διαλύτης έφτασε σε ύψος 1 cm 
περίπου πριν το άνω μέρος της πλάκας αφαιρέθηκε  από το δοχείο. Αφέθηκε  να 
εξατμιστεί ο διαλύτης και ακολούθησε  η ανίχνευση των κηλίδων.   
Για την εμφάνιση των κηλίδων των σακχάρων στις πλάκες της χρωματογραφίας 
λεπτής στοιβάδας χρησιμοποιήθηκε κατάλληλο χρωστικό διάλυμα συγκέντρωσης 
6.5mM N-(1-Naphthyl)ethylenediamine Dihydrochloride σε μεθανόλη  που περιείχε 
3% πυκνό θειικό οξύ (99.5%) .Το φύλλο TLC διαβρέχτηκε (προτιμάται ο ψεκασμός) 
με τη βαφή και αφέθηκε για περίπου 5-10 min στους 100 0C. Η εμφάνιση χρώματος 
είναι αποτέλεσμα της αντίδρασης της ενεργής ουσίας του χρωστικού διαλύματος και 
των σακχάρων [Bounias, 1980]. Ειδικότερα η δράση της βαφής οφείλεται σε 
αντιδράσεις αφυδρογόνωσης μεταξύ των N-υδρογόνων και των υδροξυλικών ομάδων 
των σακχάρων παράγοντας χρωμοφόρες ομάδες.  
Στην παρούσα πειραματική διαδικασία η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας 
χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση δειγμάτων που προέρχονταν από ενζυμικές 
αντιδράσεις ακυλίωσης σακχάρων. Σε όλες αυτές τις αντιδράσεις η ακίνητη φάση 
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αποτελούνταν από πλάκες TLC Silica gel 60 F254 Merck (Γερμανία). Οι διαλύτες 
έκλουσης που χρησιμοποιήθηκαν παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα.  
 
Πίνακας 8: Διαλύτες έκλουσης 
Διαλύτης έκλουσης Σύσταση 
Μεθανόλη : Οξικός Μεθυλεστέρας (70:30) 
Βουτανόλη : Αιθανόλη: Νερό (10:8:6) 
 
 
Η TLC είναι μια ευέλικτη τεχνική γιατί μπορεί να χρησιμοποιηθεί ποικιλία στατικών 
φάσεων και διάφοροι μηχανισμοί διαχωρισμού. Χρησιμοποιείται εύκολα στην  
εύρεση του αριθμού των συστατικών ενός μίγματος ,στην πιστοποίηση ενώσεων, 
στον έλεγχο της καθαρότητας μιας ένωσης, στην παρακολούθηση μιας αντίδρασης 
και στον ποιοτικό έλεγχο προϊόντων.  
Ποιοτικός προσδιορισμός: με βάση τον λόγο μετώπου (frontal ratio) Rf : ο λόγος 
απόστασης που έχει διανύσει η ουσία( κέντρο κηλίδας) προς την απόσταση που 
διένυσε ο διαλύτης Rf=β/α .  
 









Η τεχνική της Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) εξελίχθηκε μέσα από συνεχείς προσπάθειες βελτίωσης της 
απλής χρωματογραφίας στήλης. Η ανάπτυξη της τεχνολογίας κατασκευής 
χαλύβδινων στηλών πολύ μικρής διαμέτρου με υψηλή ανθεκτικότητα σε μεγάλες 
πιέσεις, η εξέλιξη της επιστήμης των πληρωτικών υλικών, η χρήση αντλιών υψηλής 
πίεσης καθώς και η ανάπτυξη διαφόρων τύπων ανιχνευτών κατέστησαν την τεχνική 
αυτή πολύ ισχυρό εργαλείο στα χέρια του αναλυτή. Η HPLC είναι μια σημαντικότατη 
μέθοδος διαχωρισμού με μεγάλη ευαισθησία, εύκολη προσαρμογή σε ακριβείς 
ποσοτικούς διαχωρισμούς μη πτητικών ή θερμικά ευαίσθητων συστατικών και με 
ευρύτατες εφαρμογές στην ανάλυση αμινοξέων, πρωτεϊνών, νουκλεινικών οξέων, 
υδρογονανθράκων, υδατανθράκων, φαρμακευτικών ουσιών, τερπενοειδών, 
φυτοφαρμάκων, αντιβιοτικών, στεροειδών, οργανομεταλλικών ενώσεων και ποικιλία 
ανόργανων ουσιών. 
4.5.1.2.2 Αρχή μεθόδου  
Στην HPLC διακρίνουμε δυο φάσεις α) Τη στατική φάση, που αποτελείται είτε από 
στερεό πορώδες υλικό με ενεργή επιφάνεια και μικροσωματιδιακή μορφή, ή από ένα 
λεπτό υμένιο υγρού καθηλωμένο σε στερεό υπόστρωμα πολύ μικρής διαμέτρου, που 
βρίσκεται μέσα στη στήλη, β) την κινητή φάση που είναι ένας διαλύτης, ή μίγμα 
διαλυτών. Κάθε συστατικό μετακινείται μέσα στη στήλη με διαφορετική ταχύτητα 
και αυτό αποτελεί τη βάση κάθε χρωματογραφικού διαχωρισμού.   Ο διαχωρισμός 
των συστατικών του δείγματος στηρίζεται στο διαφορετικό βαθμό αντίδρασής τους 
με καθεμιά από τις φάσεις   Η διαβίβαση της υγρής κινητής φάσης μέσα από τη 
στατική, πραγματοποιείται με τη βοήθεια αντλιών υψηλής πίεσης και έτσι 
επιτυγχάνονται δύσκολοι διαχωρισμοί μέσα σε λίγα λεπτά.  
Ανάλογα με την πολικότητα της στατικής φάσης η υγρή χρωματογραφία διακρίνεται 
σε χρωματογραφία κανονικής φάσης (normal phase) ή σε αντίστροφης φάσης 
(reverse phase). Στη χρωματογραφία κανονικής φάσης η στατική φάση επιλέγεται 
σχετικώς πολική και η κινητή φάση σχετικώς μη πολική. Στο είδος αυτού του 
διαχωρισμού οι πολικές ενώσεις οι οποίες είναι υδρόφιλες εκλούονται αργότερα από 
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τις μη πολικές που θεωρούνται λιπόφιλες. Αντίθετα στη χρωματογραφία αντίστροφης 
φάσης η στατική φάση είναι σχετικώς μη πολική και η κινητή φάση σχετικώς πολική 
[Snyder et al., 1997]. 
 
4.5.1.2.3 Οργανολογία  
Ένα τυπικό σύστημα HPLC αποτελείται από: το δοχείο του διαλύτη έκλουσης, την 
αντλία υψηλής πίεσης που ωθεί τον διαλύτη έκλουσης μέσα από την στήλη, 
προστήλη για έλεγχο της πίεσης, στήλη πληρωμένη με προσροφητικό υλικό,  
ανιχνευτή που ανιχνεύει τις ουσίες που εξέρχονται, καταγραφικό που μετατρέπει το 
σήμα του ανιχνευτή σε χρωματογράφημα, ολοκληρωτή με τη βοήθεια του οποίου 
γίνεται μέτρηση των μεγεθών των κορυφών του χρωματογραφήματος . 
 
Εικόνα 10: Όργανολογία HPLC 
 
Όταν η κινητή φάση έχει σταθερή σύσταση έχουμε ισοκρατική έκλουση (isocratic 
elution), ενώ όταν μεταβάλλεται βαθμιαία έχουμε βαθμιδωτή έκλουση (gradient 
elution).  Ο σκοπός του ανιχνευτή είναι η μέτρηση της συγκέντρωσης του δείγματος 
στο διαλύτη έκλουσης κατά την έξοδό του από τη στήλη. Μια μεγάλη ποικιλία 
ανιχνευτών έχει χρησιμοποιηθεί στην ΗΡLC. Οι συνηθέστεροι ανιχνευτές είναι: οι 
ανιχνευτές απορρόφησης, το διαθλασίμετρο RI, οι ηλεκτροχημικοί ανιχνευτές και οι 
ανιχνευτές φθορισμού.  
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Στην παρούσα διπλωματική εργασία χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση των 
μονοσακχαριτών διαθλασίμετρο RI της Shimadzu και για την ανάλυση 
πολυσακχαριτών ο Photodiode Array Detector.  
 




Εικόνα 12: Φασματόμετρο PDA με λυχνίες: δευτερίου για το υπεριώδες, βολφραμίου για το ορατό 
 
4.5.1.2.4 Σύστημα εισαγωγής του δείγματος 
Στην HPLC χρησιμοποιούνται αποκλειστικά δείγματα σε υγρή μορφή. Τα στερεά 
δείγματα πρέπει να διαλυθούν σε διαλύτη αναμίξιμο με την κινητή φάση, ενώ και τα 
υγρά αραιώνονται με τον κατάλληλο διαλύτη ή χρησιμοποιούνται ως έχει αφού έχουν 




Στην παρούσα διπλωματική εργασία ο δειγματολήπτης ήταν αυτόματος. Η ποσότητα 
του κάθε δείγματος ήταν 100 μL. Αρχικά, τα δείγματα τοποθετήθηκαν  σε κατάλληλα 
γυάλινα φιαλίδια σταθερής χωρητικότητας (vials) και  εν συνεχεία, σε κατάλληλο 
στερεωτικό, που τοποθετείται στη συσκευή HPLC. Ο αυτόματος δειγματολήπτης 
ρυθμίστηκε να αναλύει από κάθε δείγμα ποσότητα ίση με 20 μL.  
Η κινητή φάση ACN : H2O (85:15) παρέσυρε το δείγμα προς την χρωματογραφική 
στήλη. Στη στήλη οι ουσίες διαχωρίστηκαν  ανάλογα με την πολικότητα τους λόγω 
της αλληλεπίδρασης τους με το πορώδες υλικό. Στη συνέχεια μετρήθηκε από τον 
ανιχνευτή η διαφορά του δείκτη διάθλασης της καθαρής κινητής φάσης και αυτής που 
περιέχει τις ουσίες με σειρά εξόδου από την στήλη. Η μέτρηση του ανιχνευτή 
εμφανίζεται ως σήμα (κορυφή) στο σύστημα καταγραφής.  
Κατά την πειραματική διαδικασία το σύστημα HPLC χρησιμοποιήθηκε για την 
ανίχνευση και ποσοτικοποίηση προϊόντων στις ενζυμικές αντιδράσεις.  
Για την ποσοτικοποίηση των ακυλιωμένων μονοσακχαριτών η διάταξη που 
χρησιμοποιήθηκε αποτελούνταν από μία αντλία UFLC, μία στήλη CC 250/4,6 
Nucleosil 100-5 NH2 της εταιρίας Macherey-Nagel, ένα διαθλασίμετρο της Shimadzu 
και το λογισμικό διαχείρισης και καταγραφής LC Solution. Τα προς ανάλυση 
δείγματα, που τοποθετήθηκαν στη συσκευή της υγρής χρωματογραφίας υψηλής 
απόδοσης, ήταν δείγματα από την υδατική φάση των κύριων αντιδράσεων, χωρίς 
ίχνος στερεάς ουσίας.  
Ως κινητή φάση χρησιμοποιήθηκε διάλυμα υπεραπιονισμένου νερού (Η2Ο) και 
ακετονιτριλίου (CH3CN) σε αναλογία όγκων 15:85 αντίστοιχα και ροή 1mL/min. Ο 
αναμενόμενος χρόνος ανάκτησης του ακυλιωμένου σακχάρου είναι κοντά στα 11 
min. Ωστόσο κάθε δείγμα αναλύονταν για 30 λεπτά . Σημαντικό είναι να τονιστεί εδώ 
ότι ο διαλύτης της κινητής φάσης αφού ετοιμάστηκε, αφέθηκε  να περάσει ήλιο για 
διάστημα ανάλογο του όγκου του διαλύτη, ώστε να απαερωθεί πλήρως. Η ανάλυση 
των παραπάνω δειγμάτων ήταν 30 min. Επιπλέον, ρυθμίστηκε response 0,1 sec και 




4.5.2 Φασματομετρικές μέθοδοι ανάλυσης  
 
4.5.2.1 Εισαγωγή  
Οι φασματομετρικές μέθοδοι βασίζονται στην αλληλεπίδραση της 
ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας με τα άτομα ή τα μόρια ενός δείγματος και 
διακρίνονται σε δύο μεγάλες κατηγορίες:  στις μεθόδους Ατομικής Φασματομετρίας 
(Atomic Spectrometry), με τη βοήθεια των οποίων επιτυγχάνεται ο ποιοτικός και ο 
ποσοτικός προσδιορισμός των στοιχείων σε διάφορες μορφές της ύλης και  στις 
μεθόδους Μοριακής Φασματομετρίας (Molecular Spectrometry), με τις οποίες 
προσδιορίζεται η δομή των μοριακών ειδών και επιτυγχάνεται ο ποιοτικός              
και ποσοτικός προσδιορισμός των μορίων ενός δείγματος. [Όξενκιουν- 
Πετροπούλου,2006].  
Τα μόρια ιονίζονται με διάφορες τεχνικές και τα σχηματιζόμενα ιόντα είναι αυτά που 
τελικά εξετάζονται. Το φασματόμετρο μαζών διαχωρίζει τα ταχέως κινούμενα ιόντα 
με βάση το λόγο μάζας / φορτίου, m/z, όπως ακριβώς θα έκανε ο μονοχρωμάτορας 
στα οπτικά φασματόμετρα. Τα περισσότερα ιόντα που εξετάζονται έχουν φορτίο +1, 
επομένως ο διαχωρισμός τους γίνεται ουσιαστικά με βάση τη μάζα τους. 
 
4.5.2.2 Φασματομετρία μάζας 
Η φασματομετρία μάζας (mass spectrometry) είναι μια από τις σημαντικότερες 
μεθόδους προσδιορισμού δομής και μοριακού βάρους των οργανικών ενώσεων. Τα 
μηχανήματα φασματομετρίας μαζών έχουν νέα συστήματα κενού, ποικίλες τεχνικές 
ιονισμού, μεγάλη διαχωριστική χρωματογραφική ικανότητα, αναλυτές απλής και 
διπλής εστίασης, θραυσματοποίση και υψηλής ποιότητας διαχωρισμό μοριακών 
θραυσμάτων και ποικιλία ανιχνευτών (διαφορικός, υπεριώδους-ορατού, φθορισμού, 
ηλεκτροχημικός, κ.λπ) . Η καταγραφή του φάσματος γίνεται με εξαιρετική ακρίβεια, 
επιδέχεται διορθώσεις και με τεράστιες βάσεις δεδομένων μπορεί κανείς να έχει τη 




Εικόνα 13: Φασματογράφος μαζών, σχηματική αναπαράσταση της εισαγωγής του δείγματος, της περιοχής 
ιονισμού, επιτάχυνση και διαχωρισμός των θραυσμάτων με την επίδραση μαγνητικού πεδίου 
 
4.5.2.2.1 Αρχή της μεθόδου 
Η μέθοδος βασίζεται στην παραγωγή μοριακών ιόντων ή θραυσμάτων, συνήθως με 
βομβαρδισμό του δείγματος με δέσμη ηλεκτρονίων και στη συνέχεια διαχωρισμό των 
ιόντων με βάση τον λόγο της μάζας τους ως προς το φορτίο τους m/z.  
Η φασματομετρία μαζών προσφέρει πολλά πλεονεκτήματα, όπως όρια ανίχνευσης 
τουλάχιστον τρεις τάξεις μεγέθους χαμηλότερα από τις υπόλοιπες οπτικές μεθόδους, 
απλότητα φασμάτων και ευκολία στην ερμηνεία τους ακόμη και δυνατότητα 
μέτρησης ατομικών ισοτόπων, αυξημένη ευαισθησία και υψηλή εξειδίκευση κατά την 
ταυτοποίηση ουσιών καθώς και την επιβεβαίωση της παρουσίας υπόπτων ουσιών σε 
ένα δείγμα [Skoog et al., 1998]. 
4.5.2.2.2 Οργανολογία  
Ο φασματογράφος μάζας αποτελείται από ένα σύστημα εισαγωγής δείγματος μία 
πηγή ιονισμού , ένα επιταχυντής και διαχωριστής ιόντων ή αναλυτή μαζών και τέλος  
έναν ανιχνευτή ιόντων. Το όλο σύστημα βρίσκεται υπό υψηλό κενό και η 
επεξεργασία των σημάτων του ανιχνευτή με Η/Υ παράγει το φάσμα μάζας . 
4.5.2.2.3 Διαδικασία 
Μετά την απομόνωση των προϊόντων των ακυλιωμένων μονοσακχαριτών μέσω της 
HPLC έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης τους μέσω φασματοσκοπίας μάζας. Το κάθε 
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προιόν τοποθετήθηκε σε eppendorf του 1.5 mL. Για κάθε V όγκο προϊόντος 
προσθέσαμε  0,001V αραιωμένο αιθανικό οξύ (CH3COOH).   
 
4.5.2.3 Φασματομετρία υπέρυθρης ακτινοβολίας IR και FT-IR  
 
4.5.2.3.1 Αρχή της μεθόδου  
Η υπέρυθρη φασματοσκοπία είναι οπτική μέθοδος ανάλυσης και στηρίζεται στην 
απορρόφηση υπέρυθρης ακτινοβολίας από τα μόρια μια ένωσης, τα οποία 
διεγείρονται σε υψηλότερες στάθμες δόνησης που είναι κβαντισμένες. Η υπέρυθρη 
φασματοσκοπία διερευνά τις μοριακές δονήσεις (τάσης και κάμψης) και όχι τις 
ηλεκτρονιακές διεγέρσεις και μπορεί να δώσει πληροφορίες για τη δομή της 
ουσίας.[A.F.Gaines et al., 1983] 
Χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό της ποιοτικής και της ποσοτικής σύστασης 
ενός δείγματος, για τον προσδιορισμό της δομής και του προσανατολισμού μορίων 
και την ταυτοποίηση μιας αέριας, υγρής ή στερεής ουσίας. 
Στα πολυατομικά μόρια υπάρχουν διάφοροι τρόποι δόνησης των ατόμων  όπως: 
δονήσεις τάσης (stretching vibrations), δονήσεις κάμψης (bending vibrations), 
δονήσεις σείσης (wagging vibrations), δονήσεις αιώρησης (rocking vibrations) και 
τέλος δονήσεις συστροφής (twisting vibrations). [Μ.Οξενκιούν –Πετροπούλου, 2003]  
 
4.5.2.3.2 Οργανολογία  
Τα τυπικά μέρη τους απαρτίζονταν από την πηγή υπέρυθρης  ακτινοβολίας, τον 
θάλαμο  υποδοχής του δείγματος, τον μονοχρωμάτορα ο οποίος διαχώριζε την 
ακτινοβολία και τέλος τον ανιχνευτή. Με την εξέλιξη της τεχνολογίας ο 
μονοχρωμάτορας αντικαταστάθηκε από το ιντερφερόμερο  Michelson και την χρήση 
του μαθηματικού μοντέλου των  μετασχηματισμών  Fourier. Έτσι σήμερα η κλασσική 
διάταξη απορρόφησης υπερύθρου στηρίζεται πλέον στο συμβολόμετρο Michelson 




Εικόνα 14: Σχηματική αναπαράσταση FTIR 
 
Στη συγκεκριμένη διπλωματική χρησιμοποιήθηκε FT-IR φασματόμετρο. Στα 
φασματόμετρα αυτού του τύπου η ακτινοβολία από την πηγή προσπίπτει σε έναν 
διαχωριστή δέσμης που αποτελείται από ένα φιλμ γερμανίου σε υπόστρωμα KBr, 
διαπερατό στο μέσο IR. Λόγω της ημιδιαπερατότητάς του, δημιουργούνται δύο 
δέσμες, από τις οποίες η μια προσκρούει (ανακλάται) σ’ ένα σταθερό κάτοπτρο και η 
άλλη ανακλάται σ’ ένα κινητό κάτοπτρο, του οποίου μεταβάλλεται η απόσταση κατά 
λίγα mm από το διαχωριστή δέσμης. Οι δύο αυτές δέσμες ενώνονται κατόπιν, 
διασχίζουν το δείγμα και προσκρούουν ως σύνολο στον ανιχνευτή. Αυτό είναι ένα 
πολυπλεκτικό φαινόμενο που εμφανίζεται για την παρακολούθηση περισσοτέρων του 
ενός οπτικών σημάτων. To σήμα που εξέρχεται καταγράφεται ως συμβολόγραμμα και 
μετατρέπεται σε συμβατικό ΙR με χρήση του μαθηματικού μετασχηματισμού Fourier.  
4.5.2.3.3 Διαδικασία  
Κατά τη μέθοδο αυτή, μετά την ξήρανση των ακυλιωμένων πολυσακχαριτών στον 
φούρνο κενού, ζυγίσθηκαν περίπου 5-10mg από κάθε δείγμα, κονιορτοποιήθηκαν και 
μαζί με κατάλληλη ποσότητα  βρωμιούχου καλίου (KΒr) φτιάχτηκαν δισκία  για το 
κάθε δείγμα .Στη συνέχεια τα δισκία τοποθετήθηκαν για περίπου μία ώρα σε θάλαμο 
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ξήρανσης σε  θερμοκρασία 30 βαθμών. Πριν από τη λήψη των φασμάτων FT-IR, 
ελήφθη το φάσμα FT-IR καθαρού δισκίου KBr, το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως 
υπόβαθρο (background). 
Για την καταγραφή των φασμάτων FT-IR των ακυλιωμένων πολυσακχαριτών  
χρησιμοποιήθηκε το φασματοφωτόμετρο Nicolet (Magna IR 750). Τα φάσματα 
καταγράφηκαν για την περιοχή 4000-600cm-1 με διαχωριστική ικανότητα 4cm-1. Για 
τη λήψη του κάθε φάσματος πραγματοποιηθήκαν 100 σαρώσεις του δείγματος. Τα 
φάσματα FT-IR εξομαλύνθηκαν και έγινε διόρθωση της βασικής γραμμής των 
φασμάτων. Η επεξεργασία των φασμάτων έγινε με το λογισμικό OMNIC (Thermo 
Electron Inc., California, U.S.Α.).  Αυτό έγινε καθώς τα φάσματα παρουσίαζαν 
θόρυβο. Επίσης, υπάρχει πιθανή αλληλοεπικάλυψη των κορυφών που οφείλονται σε 
διαφορετικές (χαρακτηριστικές) ομάδες με αποτέλεσμα να εμφανίζονται ως η οποία   
περιελάμβανε την εξομάλυνση (smoothing) των φασμάτων, η οποία καταργεί τον 
υψηλής συχνότητας θόρυβο του οργάνου υπολογίζοντας το μέσο όρο γειτονικών 
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5 Αντίδραση ακυλίωσης μονοσακχαριτών  
 
5.1 Ποιοτικός έλεγχος της αντίδρασης με TLC 
Κατά την πειραματική διαδικασία έγινε προσπάθεια ακυλίωσης των μονοσακχαριτών 
D-γλυκόζη, D-μαννόζη και  D-γαλακτόζη. Ως ουσίες δότες της ακυλ-ομάδας κατά τις 
αντιδράσεις συνθετικής δράσης των εστερασών του οξικού οξέος  
χρησιμοποιήθηκαν: ο βινυλεστέρας του οξικού οξέος (vinyl acetate), ο βινυλεστέρας 
του  προπιονικού οξέος (vinyl propionate), ο βινυλεστέρας του βουτυρικού οξέος 
(vinyl boutyrate), ο βινυλεστέρας του δεκανοϊκού οξέος (vinyl decanoate), ο  
βινυλεστέρας του λαυρικού οξέος (vinyl laurate) και ο βινυλεστέρας του κινναμικού 
(vinyl cinnamate). Η ενζυμική σύνθεση έγινε παρουσία του ενζύμου  εστεράση του 
οξικού οξέος  (CtCE2). 
Ο προσδιορισμός της παρουσίας των ακυλιωμένων προϊόντων έγινε με βάση τη 
χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) . 
Παρακάτω παρουσιάζονται τα TLC, που επιβεβαιώνουν ποιοτικά την 
πραγματοποίηση των αντιδράσεων για τους μονοσακχαρίτες. 
Γλυκόζη
 
Εικόνα 15: Ποιοτικός χαρακτηρισμός ακυλίωσης της γλυκόζης 
Στην εικόνα 15 φαίνεται ότι η αντίδραση πραγματοποιήθηκε με επιτυχία για τους 
βινυλεστέρες του οξικού (Α),του προπιονικού (P) και του βουτυρικού (B) ενώ για 
τους βινυλεστέρες του δεκανοικού (D), του λαυρικού (L) και του κινναμικού (C) δεν 
φάνηκε να έγινε ακυλίωση. Για το βινυλεστέρα του οξικού η ακετυλίωση 
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πραγματοποιήθηκε  σε πολύ μικρότερο βαθμό και απουσία ενζύμου στην αντίδραση 
control (ΒΑ).  
Γαλακτόζη 
 
Εικόνα 16: Ποιοτικός προσδιορισμός ακυλίωσης της γαλακτόζης 
Στην εικόνα 16 φαίνεται ότι η αντίδραση πραγματοποιήθηκε με επιτυχία για τους 
βινυλεστέρες του οξικού (Α),του προπιονικού (P)  και του βουτυρικού(B) .Kαι για 
τους τρείς βινυλεστέρες πραγματοποιήθηκε αντίδραση και απουσία ενζύμου στα 
control (ΒΑ, BP, BB) σε πολύ μικρότερο βαθμό ακυλίωσης. Για  τους βινυλεστέρες 
του δεκανοικού (D) , του λαυρικού (L) και του κινναμικού (C) δεν φαίνεται να 








Στην εικόνα 17 φαίνεται ότι η αντίδραση έλαβε χώρα επιτυχώς για τους βινυλεστέρες 
του οξικού (Α), του προπιονικού (P) και του βουτυρικού (B) ενώ για τους 
βινυλεστέρες του δεκανοικού (D), του λαυρικού (L) και του κινναμικού (C) δεν 
φαίνεται να πραγματοποιήθηκε η αντίδραση. Για το βινυλεστέρα του οξικού (Α), του 
προπιονικού (P)  και του βουτυρικού (B)  έγινε αντίδραση ακυλίωσης σε μικρότερο 
βαθμό  και απουσία ενζύμου στην αντίδραση control (ΒΑ,BP,BB).  
 
Οι μονοσακχαρίτες D-γλυκόζη, D-γαλακτόζη και D-μαννόζη ακετυλιώθηκαν, 
προπυλιώθηκαν και βουτυλιώθηκαν παρουσία του ενζύμου. Για τους βινυλεστέρες 
του λαυρικού, του δεκανοϊκού και του κινναμικού μέσω της χρωματογραφίας λεπτής 
στοιβάδας δεν υπάρχει σαφής εικόνα για το άν έλαβε χώρα  αντίδραση.  
Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) για 
την ποσοτικοποίηση και την απομόνωση για περαιτέρω ταυτοποίηση μέσω 







5.2 Καμπύλες αναφοράς των μονοσακχαριτών γλυκόζη , 
γαλακτόζη και μαννόζη.  
Για την ποσοτικοποίηση των προϊόντων ακυλίωσης πραγματοποιήθηκε η μέτρηση 
των μονοσακχαριτών σε διάφορες συγκεντρώσεις με χρήση υγρής χρωματογραφίας 
υψηλής απόδοσης με στήλη κανονικής φάσης  Nucleosil 100-5 NH2 (250 mm х 4.6 
mm, Macherey – Nagel, Γερμανία), ροή 1mL/min και διαλύτη μίγμα ACN-H2O σε 
αναλογία 85-15. Η καταγραφή και η ολοκλήρωση των κορυφών των 
χρωματογραφημάτων έγινε με το λογισμικό Clarity Version, DataApex (Τσεχία). 
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5.2.1 Καμπύλη αναφοράς της γλυκόζης  
Για την καμπύλη αναφοράς της γλυκόζης χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις  διαφορετικές 
συγκεντρώσεις και επομένως τέσσερα διαφορετικά σημεία για την χάραξη της 
καμπύλης αναφοράς. Με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων η καμπύλη αναφοράς 





















y = 5E-05x 















5.2.2 Καμπύλη αναφοράς της γαλακτόζης  
Για την καμπύλη αναφοράς της γαλακτόζης χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις  
διαφορετικές συγκεντρώσεις και επομένως τέσσερα διαφορετικά σημεία για την 
χάραξη της καμπύλης αναφοράς. Με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων η 


























y = 4E-05x 















5.2.3 Καμπύλη αναφοράς της μαννόζης 
Για την καμπύλη αναφοράς της μαννόζης χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις  διαφορετικές 
συγκεντρώσεις και επομένως τέσσερα διαφορετικά σημεία για την χάραξη της 
καμπύλης αναφοράς. Με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων η καμπύλη αναφοράς 























y = 5E-05x 















5.3 Ποσοτικοποίηση  ακυλιωμένων μονοσακχαριτών με HPLC 
 
Γλυκόζη 
Ακυλίωση γλυκόζης με οξικό βινυλεστέρα
 
Εικόνα 18 : Χρωματογράφημα ακετυλίωσης της γλυκόζης. Η ακετυλιωμένη γλυκόζη αντιστοιχεί σε χρόνο t = 7 
min , ενώ η γλυκόζη που δεν αντέδρασε σε t = 14 min. 
 
 
Ακυλίωση γλυκόζης με προπιονικό βινυλεστέρα
 
Εικόνα 19 : Χρωματογράφημα προπυλίωσης της γλυκόζης. Η προπυλιωμένη  γλυκόζη αντιστοιχεί σε t = 6 min, 



































Ακυλίωση γλυκόζης με βουτυρικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 20 :Χρωματογράφημα βουτυλίωσης της γλυκόζης. Η βουτυλιωμένη γλυκόζη αντιστοιχεί σε χρόνο t = 




Ακυλίωση γλυκόζης με δεκανοικό  βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 21: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της γλυκόζης με δεκανοικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη γλυκόζη 




































Ακυλίωση γλυκόζης με λαυρικό  βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 22: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της γλυκόζης με λαυρικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη γλυκόζη 
αντιστοιχεί σε t = 7min, ενώ η γλυκόζη που δεν αντέδρασε σε  t = 14 min 
 
 
Ακυλίωση γλυκόζης με βινυλεστέρα κινναμικού 
 
Εικόνα 23: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της γλυκόζης με κινναμικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη γλυκόζη 
αντιστοιχεί σε χρόνο t = 6.5 min ενώ η γλυκόζη που δεν αντέδρασε σε  t = 14 min 
Κατά την ανάλυση με  χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) εμφανίστηκαν 
προϊόντα με όλους τους ακυλο-δότες κάτι το οποίο δεν φάνηκε με την 
χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC). Αυτό οφείλεται στην χαμηλή συγκέντρωση 


































Ακυλίωση γαλακτόζης με οξικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 24: Χρωματογράφημα ακετυλίωσης της γαλακτόζης. Η ακετυλιωμένη γαλακτόζη αντιστοιχεί σε χρόνο 




Ακυλίωση γαλακτόζης με προπιονικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 25: Χρωματογράφημα προπυλίωσης της γαλακτόζης. Η προπιλιωμένη γαλακτόζη αντιστοιχεί σε χρόνο 



































Ακυλίωση γαλακτόζης  με βουτυρικό βινυλεστέρα 
 
 
Εικόνα 26: Χρωματογράφημα βουτυλίωσης της γαλακτόζης. Η βουτυλιωμένη γαλακτόζη αντιστοιχεί σε χρόνο 





Ακυλίωση γαλακτόζης με δεκανοικό  βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 27: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της γαλακτόζης με δεκανοικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη 



























Ακυλίωση γαλακτόζης με λαυρικό  βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 28: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της γαλακτόζης με λαυρικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη γαλακτόζη 
αντιστοιχεί σε χρόνο t = min 6  ενώ η γαλακτόζη που δεν αντέδρασε σε χρόνο t = 12 min 
 
 
Ακυλίωση γαλακτόζης με βινυλεστέρα κινναμικού 
 
Εικόνα 29: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της γαλακτόζης  με κινναμικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη 
γαλακτόζη αντιστοιχεί σε χρόνο t = 6.5 min ενώ η γαλακτόζη που δεν αντέδρασε σε  t = 14.5 min 
Κατά την ανάλυση με  χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) εμφανίστηκαν  
προϊόντα με όλους τους ακυλο-δότες κάτι το οποίο δεν ήταν εμφανές  με την 
χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC). Αυτό οφείλεται στην χαμηλή συγκέντρωση 



































Ακυλίωση μαννόζης  με οξικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 30: Χρωματογράφημα ακετυλίωσης της μαννόζης. Η ακετυλιωμένη μαννόζη αντιστοιχεί σε χρόνο t = 6 




Ακυλίωση μαννόζης  με προπιονικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 31: Χρωματογράφημα προπυλίωσης της μαννόζης. Η προπυλιωμένη μαννόζη αντιστοιχεί σε χρόνο t = 































Ακυλίωση μαννόζης με βουτυρικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 32: Χρωματογράφημα βουτυλίωσης της μαννόζης. Η βουτυλιωμένη μαννόζη αντιστοιχεί σε χρόνο  t = 





Ακυλίωση μαννόζης με δεκανοικό  βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 33: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της μαννόζης  με δεκανοικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη μαννόζη 



































Ακυλίωση μαννόζης με λαυρικό  βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 34: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της μαννόζης με λαυρικό βινυλεστέρα. Η ακυλιωμένη μαννόζη 
αντιστοιχεί σε χρόνο t = 7min ενώ η μαννόζη που δεν αντέδρασε σε  t = 13 min 
 
 
Ακυλίωση μαννόζης με βινυλεστέρα κινναμικού 
 
Εικόνα 35: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της μαννόζης με βινυλεστέρα κινναμικού. Η ακυλιωμένη μαννόζη 
αντιστοιχεί σε χρόνο t = 6.5 min ενώ η μαννόζη που δεν αντέδρασε σε  t = 13 min 
Κατά την ανάλυση με  χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) εμφανίστηκαν 
προϊόντα με όλους τους ακυλο-δότες κάτι το οποίο ήταν εμφανές με την 
χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC). Αυτό οφείλεται στην χαμηλή συγκέντρωση 



































Για  την ποσοτικοποίηση των προϊόντων, πραγματοποιήθηκε  υγρή χρωματογραφία 
υψηλής απόδοσης (HPLC). Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν δείγματα των 
100 μL σε χρόνο αντίδρασης t = 24 h. Η ποσοτικοποίηση έγινε μετατρέποντας το 
εμβαδόν των κορυφών τους σε αποδόσεις βάση του εμβαδού των κορυφών των 
πρότυπων ακυλιωμένων σακχάρων, που απομονώθηκαν. Πιο συγκεκριμένα, καθώς 
δεν ήταν δυνατή η χρήση καμπυλών αναφοράς για τα ακυλιωμένα σάκχαρα 
χρησιμοποιήθηκε ως μέθοδος μέτρησης της ακυλίωσης το  













Control Acetate 1054217 7582937   379 
Acetate 8009712 1503865 80% 75 
Control Propionate   8315565   333 
Propionate 2802315 3018947 64% 121 
Control Butyrate   12638809   506 
Butyrate 1333856 7260748 20% 290 
Control Decanoate   13253319   530 
Decanoate 2180673 12997509 2% 510 
Control Laurate   13269022   507 
Laurate 2552127 12759402 5% 354 
Control Cinnamate   7908487   530 
Cinnamate 2814925 7185364 9% 520 
 
 












Η αντίδραση της ακυλίωσης πραγματοποιήθηκε επιτυχώς με δότη της ακυλομάδας 
τον βινυλεστέρα του οξικού και του προπιονικού. Οι αντιδράσεις ακυλίωσης με τους 
βινυλεστέρες του δεκανοικού και του λαυρικού  δεν πραγματοποιούνται.  








Control Acetate 1054217 10291332   412 
Acetate 8009712 7067735 24% 283 
Control Propionate   9702002 
 
388 
Propionate 2802315 8428133 16% 337 
Control Butyrate   11182457 
 
447 
Butyrate 1333856 8035952 15% 321 
Control Decanoate   11014758 
 
441 
Decanoate 2180673 8691551 7% 348 
Control Laurate   11794585 
 
472 
Laurate 2552127 9355430 14% 374 
Control Cinnamate   9680583 
 
387 
Cinnamate 2814925 8684419 16% 347 
 
 
Εικόνα 37: Παρουσίαση ποσοστιαίας ακυλίωσης της γαλακτόζης σε σύγκριση με τον εκάστοτε βινυλεστέρα-
δότη ακυλομάδας 
 
Η ακυλίωση της γαλακτόζης πραγματοποιήθηκε  σε μικρότερα ποσοστά από αυτά της 
γλυκόζης. Για τους βινυλεστέρες του οξικού, βουτυρικού, λαυρικού και δεκανοικού 
το ποσοστό της ακυλίωσης ήταν μεταξύ 20%-30%.  Με δότες τους βινυλεστέρες  



















Control Acetate 1054217 10291332   412 
Acetate 8009712 7067735 66% 283 
Control Propionate   9702002 
 
388 
Propionate 2802315 8428133 41% 337 
Control Butyrate   11182457 
 
447 
Butyrate 1333856 8035952 27% 321 
Control Decanoate   11014758 
 
441 
Decanoate 2180673 8691551 5% 348 
Control Laurate   11794585 
 
472 
Laurate 2552127 9355430 9% 374 
Control cinnamate   9680583 
 
387 




Εικόνα 38: Παρουσίαση ποσοστιαίας ακυλίωσης της μαννόζης σε σύγκριση με τον εκάστοτε βινυλεστέρα-
δότη ακυλομάδας 
Η μαννόζη παρουσιάζει πολύ υψηλά ποσοστά ακετυλίωσης και προπυλίωσης ενώ 














5.4 Μελέτη χρόνου  
Κατά τη διεξαγωγή της πειραματικής διαδικασίας έγινε προσπάθεια βελτιστοποίησης 
του αντιδρώντος συστήματος. Οι αντιδράσεις ακυλίωσης επαναλήφθησαν με 
τελικούς όγκους 100μL. Οι αντιδράσεις που έλαβαν χώρα φαίνονται στον πίνακα 12: 
Πίνακας 12 : Όγκοι αντίδρασης για μελέτη χρόνου 
 control αντίδραση 
Σάκχαρο (μL) 50 50 
 MOPS (μL) 30 25 





Οι αντιδράσεις έγιναν σε ειδικούς σωλήνες τύπου eppendorf του 1.5 mL και  
τοποθετήθηκαν σε ειδικό αναδευόμενο επωαστήρα (thermomixer της eppendorf) στις 
900 rpm και στους 30 °C για 24 h.  Δείγματα των 100 μL ελήφθησαν τις χρονικές 
στιγμές t = 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 24 h για να διαπιστωθεί πότε επιτυγχάνεται η επιθυμητή 
αντίδραση(time study). Τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στην κατάψυξη, όπου τα ένζυμα 
είναι ανενεργά. 
 
Εικόνα 39: Μελέτη χρόνου της γλυκόζης 
Για τη γλυκόζη φαίνεται ότι η αντίδραση ακετυλίωσης και προπυλίωσης έγινε από 






















και για τους δύο βινυλεστέρες. Ο χρόνος t = 0 h είναι σχετικός, καθώς μεσολάβησε 
κάποιο χρονικό διάστημα  λίγων λεπτών από τη στιγμή της προσθήκης του ενζύμου 
μέχρι την 1η δειγματοληψία και την αποθήκευση του δείγματος στην κατάψυξη, 
οπότε και απενεργοποιήθηκε το ένζυμο. Ακόμα και έτσι όμως, επιβεβαιώθηκε ότι η 
αντίδραση που πραγματοποιείται είναι ταχύτατη. Για την ακυλίωση με βινυλεστέρα 
κινναμικού, λαυρικού, δεκανοικού και βουτυρικού φαίνεται πως η αντίδραση 
βρισκόταν σε εξέλιξη καθόλη τη διάρκεια των εικοσιτεσσάρων ωρών με πολύ 
μικρότερες αποδόσεις. 
 
Εικόνα 40: Μελέτη χρόνου της γαλακτόζης 
 
Η αντίδραση με τους βινυλεστέρες του δεκανοικού, του οξικού και του βουτυρικού  
για τη γαλακτόζη βρισκόταν σε εξέλιξη μέχρι και τις εικοσιτέσσερις ώρες. Οι  
υπόλοιπες αντιδράσεις  ακυλίωσης  ολοκληρώθηκαν  από την 1η κιόλας ώρα, δηλαδή 
























Εικόνα 41:Μελέτη χρόνου της μαννόζης 
 
Για τη μαννόζη η προπυλίωση ολοκληρώθηκε από την 4η ώρα αντίδρασης. Η 
ακετυλίωση και η βουτυλίωση συνεχίστηκαν μέχρι και το πέρας της 24ης ώρας. Οι  
υπόλοιπες αντιδράσεις ακυλίωσης  πραγματοποιήθηκαν από την 1η κιόλας ώρα οπότε  
ολοκληρώθηκαν  σχεδόν αμέσως.  
 
5.5 2η προσθήκη ενζύμου 
Κατά τη διεξαγωγή της πειραματικής διαδικασίας έγινε προσπάθεια βελτιστοποίησης 
του αντιδρώντος συστήματος. Οι αντιδράσεις ακυλίωσης επανελήφθησαν μόνο για τη 
γλυκόζη με τελικούς όγκους 100μL. Σκοπός της  2ης προσθήκης ενζύμου ήταν να 
διαπιστωθεί αν ο παράγοντας που σταματάει την αντίδραση είναι ενδεχόμενη 
απενεργοποίηση του ενζύμου ή εάν στην αντίδραση έχει επέλθει θερμοδυναμική 
ισορροπία.  
Οι αντιδράσεις έγιναν σε ειδικούς σωλήνες τύπου eppendorf του 1,5 mL και 
τοποθετήθηκαν σε ειδικό αναδευόμενο επωαστήρα (thermomixer της eppendorf) στις 
900 rpm και στους 30 °C για 24 h.  Δείγματα των 100 μL ελήφθησαν τις χρονικές 
στιγμές t = 0 h, 1 h, 2 h, 6 h,24 h,48 h. Τη χρονική στιγμή t=24 h προστέθηκαν  άλλα 
5 μL ενζύμου και συλλέχθηκαν δείγματα για εκείνη ακριβώς τη χρονική στιγμή(την 
t=24 h δηλαδή αφού προστέθηκε και πάλι ένζυμο) και τη χρονική στιγμή t=48 h για 
να διαπιστωθεί εάν συνεχίζεται η αντίδραση ακυλίωσης. Τα δείγματα αποθηκεύτηκαν 


























Εικόνα 42: Δεύτερη προσθήκη ενζύμου στη γλυκόζη 
Με την προσθήκη ενζύμου στην 24η ώρα της αντίδρασης δεν φαίνεται να αυξάνεται 
το ποσοστό ακυλίωσης. Αν η αντίδραση αφεθεί να συνεχιστεί μέχρι την 48η ώρα  η 
διαφορά του ποσοστού ακυλίωσης μεταξύ 2ης και μη προσθήκης ενζύμου είναι 
σχεδόν αμελητέα. Συμπερασματικά, η 2η προσθήκη του ενζύμου φαίνεται να μην 






5.6 Ταυτοποίηση ακυλιωμένων προϊόντων μονοσακχαριτών με 
φασματογραφία μάζας (MS) 
Μετά την απομόνωση των ακυλιωμένων σακχάρων ακολούθησε ανάλυση στο 
φασματογράφο μάζας (MS) για περαιτέρω ταυτοποίηση των ακυλιωμένων 
προϊόντων. Παρουσιάζονται στη συνέχεια τα φάσματα του (msms) με σκοπό την 





















24η ώρα 2η προσθήκη  
48η ώρα 
48η ώρα 2η προσθήκη  
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 Ταυτοποίηση ακετυλιωμένης γλυκόζης:  
 
Εικόνα 43 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 







Ταυτοποίηση προπυλιωμένης γλυκόζης 
 
 
Εικόνα 44 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 







Ταυτοποίηση  βουτυλιωμένης γλυκόζης 
 
Εικόνα 45 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης γλυκόζης με δεκανοικό βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 46 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης γλυκόζης με λαυρικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 47 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης γλυκόζης με κινναμικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 48 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποιηση ακετυλιωμένης γαλακτόζης 
 
Εικόνα 49 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση προπυλιωμένης γαλακτόζης 
 
Εικόνα 50 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 







Ταυτοποίηση βουτυλιωμένης γαλακτόζης 
 
Εικόνα 51 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης γαλακτόζης με δεκανοικό βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 52 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης γαλακτόζης με λαυρικό βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 53 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης γαλακτόζης με κινναμικό βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 54 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 







Ταυτοποίηση ακετυλιωμένης μαννόζης 
 
Εικόνα 55 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση προπυλιωμένης μαννόζης 
 
Εικόνα 56 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση βουτυλιωμένης μαννόζης 
 
Εικόνα 57 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 







Ταυτοποίηση ακυλιωμένης μαννόζης με δεκανοικό βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 58 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης μαννόζης με λαυρικό βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 59 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση ακυλιωμένης μαννόζης με κινναμικό βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 60 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 






6 Αντίδραση ακυλίωσης δισακχαριτών 
6.1 Ποιοτικός έλεγχος της αντίδρασης με TLC 
Κατά την πειραματική διαδικασία έγινε προσπάθεια ακυλίωσης των δισακχαριτών D-
κελλοβιόζη και 2α-μαννοβιόζη.  Ως ουσίες δότες της ακυλ-ομάδας για την 
κελλοβιόζη κατά τις αντιδράσεις συνθετικής δράσης των εστερασών του οξικού 
οξέος  χρησιμοποιήθηκαν  οι  βινυλεστέρες του: οξικού οξέος, προπιονικού οξέος, 
βουτυρικού οξέος, δεκανοϊκού οξέος, λαυρικού οξέος  και κινναμικού οξέος. Για  την 
μαννοβιόζη ο βινυλεστέρας του οξικού οξέος. Η ενζυμική σύνθεση έγινε παρουσία 
του ενζύμου  εστεράση του οξικού οξέος  (CtCE2). Το φύλλο TLC ψεκάστηκε με τη 
βαφή και αφέθηκε για περίπου 5-10 min στους 100 0C. [Bounias, 1980]. 
Παρακάτω παρουσιάζονται τα TLC, που επιβεβαιώνουν ποιοτικά την 
πραγματοποίηση των αντιδράσεων για τους δισακχαρίτες. 
Κελλοβιόζη  
 
Εικόνα 61 : Ποιοτικός χαρακτηρισμός ακυλίωσης της κελλοβιόζης 
Στην εικόνα 61 φαίνεται ότι η αντίδραση πραγματοποιήθηκε με επιτυχία για τους 
βινυλεστέρες του οξικού (Α), του προπιονικού (P) και του βουτυρικού (B) ενώ για 
τους βινυλεστέρες του δεκανοικού (D) , του λαυρικού (L) και του κινναμικού (C)δεν 
φαίνεται να πραγματοποιήθηκε η αντίδραση. Για το βινυλεστέρα του οξικού ωστόσο 
έλαβε χώρα αντίδραση και απουσία ενζύμου στην αντίδραση control (ΒΑ). Επίσης 
στις αντιδράσεις ακετυλίωσης και προπυλίωσης δημιουργήθηκε και 2ο προϊόν (δι-
ακετυλιωμένη και δι-προπυλιωμένη κελλοβιόζη). 
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Για τη μαννοβιόζη δεν φαίνεται να πραγματοποιήθηκε η αντίδραση ακετυλίωσης στη 

















6.2 Καμπύλες αναφοράς των δισακχαριτών κελλοβιόζη και 
μαννοβιόζη.  
Για την ποσοτικοποίηση των προϊόντων ακυλίωσης πραγματοποιήθηκε η μέτρηση 
των δισακχαριτών σε διάφορες συγκεντρώσεις με χρήση υγρής χρωματογραφίας 
υψηλής απόδοσης με στήλη κανονικής φάσης  Nucleosil 100-5 NH2 (250 mm х 4.6 
mm, Macherey – Nagel, Γερμανία), ροή 1mL/min και διαλύτη μίγμα ACN-H2O σε 
αναλογία 85-15. Η καταγραφή και η ολοκλήρωση των κορυφών των 
χρωματογραφημάτων έγινε με το λογισμικό Clarity Version, DataApex (Τσεχία). 
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6.2.1 Καμπύλη αναφοράς της κελλοβιόζης 
Για την καμπύλη αναφοράς της κελλοβιόζης χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις  
διαφορετικές συγκεντρώσεις και επομένως τέσσερα διαφορετικά σημεία για την 
χάραξη της καμπύλης αναφοράς. Με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων η 
























y = 2E-05x 












6.2.2 Καμπύλη αναφοράς της μαννοβιόζης 
Για την καμπύλη αναφοράς της μαννοβιόζης χρησιμοποιήθηκαν τρείς διαφορετικές 
συγκεντρώσεις και επομένως τρία διαφορετικά σημεία για την χάραξη της καμπύλης 
αναφοράς. Με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων η καμπύλη αναφοράς της 
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6.3 Ποσοτικοποίηση ακυλιωμένων δισακχαριτών με HPLC 
Στη συνέχεια ακολούθησε υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) για την 
ποσοτικοποίηση και την απομόνωση των ακυλιωμένων προϊόντων προκειμένου να 
ταυτοποιηθούν περαιτέρω με MS.  
Ακυλίωση κελλοβιόζης  με οξικό βινυλεστέρα 
 
 
Εικόνα 62: Χρωματογράφημα ακετυλίωσης της κελλοβιόζης. Η δι ακετυλιωμένη κελλοβιόζη αντιστοιχεί σε 
χρόνο t = 7 min  και t = 10  min ενώ η κελλοβιόζη που δεν αντέδρασε σε t = 20 min 
 
Ακυλίωση κελλοβιόζης  με προπιονικό  βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 63: Χρωματογράφημα προπιλίωσης της κελλοβιόζης. Η δι προπιλιωμένη κελλοβιόζη αντιστοιχεί σε 
































Ακυλίωση κελλοβιόζης  με βουτυρικό  βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 64 : Χρωματογράφημα βουτυλίωσης της κελλοβιόζης. Η δι βουτυλιωμένη κελλοβιόζη αντιστοιχεί σε 





Ακυλίωση κελλοβιόζης  με δεκανοικό  βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 65: Χρωματογράφημα ακυλίωσης της κελλοβιόζης. Η ακυλιωμένη κελλοβιόζη αντιστοιχεί σε χρόνο t = 



































Ακυλίωση κελλοβιόζης  με λαυρικό  βινυλεστέρα  
 
Εικόνα 66 : Χρωματογράφημα ακυλίωσης  της κελλοβιόζης. Η ακυλιωμένη κελλοβιόζη αντιστοιχεί σε χρόνο t 




Ακυλίωση κελλοβιόζης  με κινναμικό   βινυλεστέρα  
 
 
Εικόνα 67 : Χρωματογράφημα προπιλίωσης της κελλοβιόζης. Η ακυλιωμένη κελλοβιόζη αντιστοιχεί σε χρόνο 

































Ακυλίωση μαννοβιόζης με οξικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 68: Χρωματογράφημα ακετυλίωσης της μαννοβιόζης. Η ακετυλιωμένη μαννοβιόζη αντιστοιχεί σε 







Ποσοτικοποίηση ακυλιωμένων προϊόντων δισακχαριτών                                                         
Για  την ποσοτικοποίηση των προϊόντων, πραγματοποιήθηκε  υγρή χρωματογραφία 
υψηλής απόδοσης (HPLC) . Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν δείγματα των 
100μL σε χρόνο αντίδρασης t = 24 h. Η ποσοτικοποίηση έγινε μετατρέποντας το 
εμβαδόν των κορυφών τους σε αποδόσεις βάση του εμβαδού των κορυφών των 
πρότυπων ακυλιωμένων σακχάρων, που απομονώθηκαν. Πιο συγκεκριμένα, καθώς 
δεν ήταν δυνατή η χρήση καμπυλών αναφοράς για τα ακυλιωμένα σάκχαρα 
χρησιμοποιήθηκε ως μέθοδος μέτρησης της ακυλίωσης το  




























Control Acetate 613197 553152 4494756   90 
Acetate 2719090 4282920 871571 81% 17 
Control Propionate    5132385 
 
111 
Propionate 1742375 1893465 3497624 32% 78 
Control Butyrate    5574209 
 
103 
Butyrate 2451004 3442088 3881657 30% 70 
Control Decanoate    6281075 
 
120 
Decanoate 2653366  6065369 3% 115 
Control Laurate    6010751 
 
119 
Laurate 2391186  5730027 5% 113 
Control Cinnamate    5973004 
 
126 






Για την κελλοβιόζη η αντίδραση της ακυλίωσης έγινε με μεγαλύτερη επιτυχία με δότη της 
ακυλομάδας τον βινυλεστέρα του οξικού. Οι αντιδράσεις προπυλίωσης και βουτυλίωσης 
πραγματοποιήθηκαν σε αντίθεση με τις αντιδράσεις ακυλίωσης με τους βινυλεστέρες του 













 Μαννοβιόζη Αrea % 
ακυλίωσης 
Δισακχαρίτης (mM) 
BA 2616351   52 













6.4 Ταυτοποίηση ακυλιωμένων προϊόντων δισακχαριτών με 
φασματογραφία μάζας (MS) 
Μετά την απομόνωση των ακυλιωμένων σακχάρων ακολούθησε ανάλυση στο 
φασματογράφο μάζας (MS) για περαιτέρω ταυτοποίηση των ακυλιωμένων 
προιόντων. Παρουσιάζονται στη συνέχεια τα φάσματα του (msms) με σκοπό την 














Ταυτοποίηση δι-ακυλιωμένης κελλοβιόζης με οξικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 69 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση μονοακυλιωμένης κελλοβιόζης με οξικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 70 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση διακυλιωμένης κελλοβιόζης με προπιονικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 71 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση μονοακυλιωμένης κελλοβιόζης με προπιονικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 72 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 







Ταυτοποίηση διακυλιωμένης κελλοβιόζης με βουτυρικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 73 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση μονοακυλιωμένης κελλοβιόζης με βουτυρικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 74 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση διακυλιωμένης κελλοβιόζης με λαυρικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 75 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση μονοακυλιωμένης κελλοβιόζης με λαυρικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 76 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση διακυλιωμένης κελλοβιόζης με κινναμικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 77 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση μονοακυλιωμένης κελλοβιόζης με κινναμικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 78 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση διακυλιωμένης μαννοβιόζης με οξικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 79 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








Ταυτοποίηση μονοακυλιωμένης μαννοβιόζης με οξικό βινυλεστέρα 
 
Εικόνα 80 : Πλήρες φάσμα  MS / MS σε τρόπο λειτουργίας θετικού ιόντος του φορτισμένου [Μ + Νa]
+
 








7 Αντίδραση ακυλίωσης πολυσακχαριτών 
Κατά την πειραματική διαδικασία έγινε προσπάθεια ακυλίωσης των 
πολυσακχαριτών: μαννάνη, γαλακτομαννάνη, β-γλυκάνη, λιχενάνη, κυτταρίνη CMC. 
Ως δότες της ακυλομάδας χρησιμοποιήθηκαν οι βινυλεστέρες: οξικού οξέος, 
προπιονικού οξέος και βουτυρικού οξέος. Η ενζυμική σύνθεση έγινε παρουσία του 
ενζύμου  εστεράση του οξικού οξέος  (CtCE2) σε θερμοκρασία 30 0C  και ανάδευση 
900rpm για 72 ώρες. Ταυτόχρονα, παρασκευάστηκαν και τα control διαλύματα, που 
περιείχαν αντί για ένζυμο την αντίστοιχη ποσότητα MOPS pH = 7. 
Ο τερματισμός της αντίδρασης πραγματοποιήθηκε με βρασμό τους για 10 min, ώστε 
να απενεργοποιηθεί το ένζυμο, να εξατμιστεί μερικώς ο εστέρας και να είναι 
ευκολότερος ο διαχωρισμός του βινυλεστέρα που δεν αντέδρασε. 
Εν συνεχεία τα ακυλιωμένα και μη σάκχαρα καταβυθίστηκαν με την  προσθήκη 
όγκου αιθανόλης (4mL), ανάδευση και φυγοκέντρηση. Η διαδικασία επαναλήφθηκε 
άλλες δύο φορές με προσθήκη όγκου αιθανόλης (2mL), ανάδευση και φυγοκέντρηση. 
Έπειτα, τα δείγματα αφέθηκαν στον φούρνο κενού στους 40 °C, μέχρι ξήρανσης για 
να μην υπάρχουν υπολείμματα αιθανόλης. Τα προϊόντα των αντιδράσεων 
προσδιορίστηκαν με FT-IR στη στερεή τους μορφή. 
7.1 Ποιοτικός έλεγχος της αντίδρασης με FTIR 
Ακολουθούν τα φάσματα υπερύθρου FT-IR των ενζυμικών ακετυλιώσεων, 
προπυλιώσεων και βουτυλιώσεων πολυσακχαριτών που πραγματοποιήθηκαν . Στην 
κάθε εικόνα, υπάρχει το φάσμα της control αντίδρασης (απουσία ενζύμου) και της 
αντίστοιχης ενζυμικής αντίδρασης.  Η κορυφή στα φάσματα FT-IR που πιστοποιεί 
την επίτευξη της ενζυμικής ακυλίωσης παρουσιάζεται σε κυματαριθμό 1750-1735 
cm-1. Η απορρόφηση σε αυτόν τον κυματαριθμό αντιστοιχεί στην ομάδα των 
































































Ακετυλίωση CMC κυτταρίνης 
 
 














7.2 Καμπύλες αναφοράς μεθυλεστέρων πολυσακχαριτών 
 
Για την ποσοτικοποίηση των ακυλιωμένων προϊόντων των πολυσακχαριτών 
πραγματοποιήθηκε έμμεση μέτρηση τους. Ειδικότερα, οι ακυλιωμένοι 
πολυσακχαρίτες μετατράπηκαν σε μεθυλεστέρες με την διαδικασία μεθανόλυσης του 
[Alissandratos et al.,2010]. H αντίδραση είναι ένα προς ένα και θεωρείται ποσοτική 
άρα μετρώντας τους μεθυλεστέρες που παράχθηκαν ουσιαστικά μετρώνται οι 
ακυλιωμένοι πολυσακχαρίτες. 
 
7.2.1 Καμπύλη αναφοράς μεθυλεστέρα οξικού 
 
 
7.2.2 Καμπύλη αναφοράς μεθυλεστέρα προπιονικού 
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Εικόνα 81 : Χρωματογράφημα ακετυλίωσης της μαννάνης 
 
y = 17,115x 





















































Πίνακας 13 : Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων ποσοτικοποίησης ακυλιωμένων πολυσακχαριτών 
   mannan     
Vinyl 
Esters 
Area Mass C mmol  μεθυλεστέρα/ g ακυλιωμένου 
πολυσακχαρίτη 
Acetate 0,0113 0,0056 0,205491  0,018 
         
Propionate 0,06 0,0055 0,77736 0,071 
         
Butyrate 0,105 0,0062 1,797075 0,145 
   b-glucan     
 Area Mass C mmol  μεθυλεστέρα/ g ακυλιωμένου 
πολυσακχαρίτη 
Acetate 0,0388 0,0146 0,705578 0,024 
         
Propionate 0,224 0,0134 2,902144 0,108 
         
Butyrate 0,875 0,0139 14,97563 0,539 
   galactomannan      
 Area Mass C mmol  μεθυλεστέρα/ g ακυλιωμένου 
πολυσακχαρίτη 
Acetate 0,468 0,013 8,51058 0,327 
         
Propionate 0,677 0,0094 8,771212 0,466 
         






























































Στην παρούσα εργασία έγινε μελέτη ακυλίωσης των μονοσακχαριτών:  D-γλυκόζη, 
D-γαλακτόζη, D-μαννόζη. Ως δότες της ακυλομάδας χρησιμοποιήθηκαν οι 
βινυλεστέρες: οξικού, προπιονικού, βουτυρικού, δεκανοϊκού, λαυρικού και 
κινναμικού οξέος. Παρατηρήθηκε ότι οι παραπάνω μονοσακχαρίτες  ακετυλιώθηκαν 
σε μεγάλο βαθμό, προπυλιώθηκαν και βουτυλιώθηκαν σε μικρότερο ενώ δεν 
ακυλιώθηκαν σχεδόν καθόλου με δότες ακυλομάδας τους βινυλεστέρες λαυρικού, 
κινναμικού και δεκανοϊκού οξέος. Η διάρκεια των αντιδράσεων που έλαβαν χώρα 
ήταν 24 h. Με βάση τόσο τη χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (ΤLC) όσο και την 
υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), επιβεβαιώνεται πως η απόδοση των 
ενζυμικών αντιδράσεων μειώνεται αυξανόμενης της αλυσίδας των ανθράκων της 
ακυλομάδας  όπως επίσης και η εξειδίκευση και «προτίμηση» της εστεράσης  να 
ακυλιώνει  το υδροξύλιο της 6ης θέσης των αλδοεξοζών (D-γλυκόζη, D-γαλακτόζη, 
D-μαννόζη ) [Topakas et al, 2010]. Με βάση τη φασματογραφία μάζας (MS) 
επιβεβαιώθηκε ο ποιοτικός έλεγχος της επιτυχούς αντίδρασης ακυλίωσης καθώς 
πραγματοποιήθηκε πλήρης ταυτοποίηση των ακυλιωμένων προϊόντων [Vafiadi et 
al.,2006]. Να σημειωθεί εδώ πως θραύσματα ακυλιωμένων προϊόντων 
παρατηρήθηκαν και για δότες ακυλομάδας τους βινυλεστέρες δεκανοϊκού, λαυρικού 
και κινναμικού οξέος. Ωστόσο σε πολύ μικρή ένταση, αποτέλεσμα αναμενόμενο μιας 




Ταυτόχρονα με την ακυλίωση μονοσακχαριτών, έγινε προσπάθεια ακυλίωσης των 
δισακχαριτών: D-κελλοβιόζη και 2α-μαννοβιόζη. Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε 
ήταν η εστεράση του οξικού (CtCE2). Η διάρκεια των αντιδράσεων που έλαβαν χώρα 
ήταν 24 h. Ως δότες της ακυλομάδας για την D-κελλοβιόζη χρησιμοποιήθηκαν οι 
βινυλεστέρες: οξικού, προπιονικού, βουτυρικού, δεκανοϊκού, λαυρικού και 
κινναμικού οξέος. Για τη 2α-μαννοβιόζη έγινε προσπάθεια ακυλίωσης μόνο με τον 
151 
 
βινυλεστέρα οξικού η οποία πραγματοποιήθηκε, αλλά σε πολύ μικρό ποσοστό. Για 
την D-κελλοβιόζη η ακετυλίωση (ακυλίωση με βινυλεστέρα οξικού) ήταν  επιτυχής, 
καθώς έδωσε τόσο δι-ακυλιωμένα όσο και μονο-ακυλιωμένα προϊόντα σε πολύ 
υψηλό ποσοστό. 
 
 Αντίστοιχα, δι-ακυλιωμένα όσο και μονο-ακυλιωμένα προϊόντα έδωσαν και οι 
αντιδράσεις προπυλίωσης και βουτυλίωσης σε μικρότερο ωστόσο ποσοστό. Οι 
αντιδράσεις με τους βινυλεστέρες δεκανοικού, λαυρικού και κινναμικού οξέος δεν 
πραγματοποιήθηκαν. Αυτό το συμπέρασμα επιβεβαιώθηκε τόσο ποιοτικά με την 
μέθοδο χρωματογραφίας λεπτής στοιβάδας όπου είναι ευδιάκριτα τα δύο προϊόντα, 
όσο και κατά τη διάρκεια ταυτοποίησης με φασματογραφία μάζας. 
Ακυλίωση πολυσακχαριτών 
Τέλος, έγινε προσπάθεια ενζυμικής ακετυλίωσης, προπυλίωσης και βουτυλίωσης των 
πολυσακχαριτών: μαννάνης, γαλακτομαννάνης, β-γλυκάνης, λιχενάνης, κυτταρίνης 
CMC. Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε ήταν η εστεράση του οξικού (CtCE2). Η 
διάρκεια των αντιδράσεων που έλαβαν χώρα ήταν 3 μέρες. Η κυτταρίνη CMC και η 
λιχενάνη δεν ακυλιώθηκαν σημαντικά. Για τους υπόλοιπους πολυσακχαρίτες που 
ακετυλιώθηκαν, προπυλιώθηκαν και βουτυλιώθηκαν επιτυχώς με βάση τα φάσματα 
FT-IR πραγματοποιήθηκε έμμεση ποσοτικοποίηση με HPLC. Συγκεκριμένα, τα 
ακυλιωμένα προϊόντα των πολυσακχαριτών επεξεργάστηκαν περαιτέρω με σκοπό την 
παραγωγή μεθυλεστέρων   για την ποσοτικοποίηση τους [Alissandratos et al.,2010].  
 
 
 
